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RESUMEN. Los bioestimulantes contienen sustancias que regulan el metabolismo
secundario de las plantas. Ademas de estimular el crecimiento y el desarrollo
vegetal, activan funciones fisioldgicas y bioquimicas que ayudan a mitigar el estrés
salino en las plantas. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto mitigador de
un bioestimulante comercial en el contenido de prolina, proteinas totales y actividad
enzimatica antioxidante de tres variedades de albahaca sometidas a estrés por
salinidad con cloruro de sodio (NaCl). El disefio utilizado fue completamente al
azar con arreglo factorial. El factor A fueron las variedades (Napoletano, Nufar
y Emily), el factor B las concentraciones de NaCl (0, 50, 100 y 150 mM) y el
factor C, las dosis del bioestimulante (0 y 0.5 mL L™!) con cuatro repeticiones.
El contenido de prolina, proteinas totales y la actividad de superéxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPX) se determinaron en hojas y
raices. Los resultados mostraron que las variedades de albahaca aumentaron
las concentraciones de prolina, CAT, SOD y GPX conforme las concentraciones
de NaCl fueron de moderadas a severas (100 y 150 mM). Las plantas tratadas
con 0.5 mL L~! del bioestimulante, incrementaron significativamente las variables
estudiadas, aln en presencia del estrés por NaCl, determinandose la accién miti-
gadora del bioestimulante al promover una mayor actividad enzimatica antioxidante
y un aumento de sustancias osmorreguladoras.

Palabras clave: Catalasa, glutation peroxidasa, prolina, proteinas totales,
superéxido dismutasa.

ABSTRACT. Biostimulants contain substances that regulate the secondary
metabolism of plants. In addition to stimulating plant growth and development, they
activate physiological and biochemical functions that help mitigate salt stress in
plants. The objective of this study was to evaluate the mitigating effect of a commer-
cial biostimulant on proline content, total protein and antioxidant enzymatic activity
of three varieties of basil subjected to salinity stress with sodium chloride (NaCl).
The design used was completely randomized with a factorial arrangement. Factor A
were the varieties (Napoletano, Nufar and Emily), factor B the NaCl concentrations
(0, 50, 100 and 150 mM) and factor C, the doses of the biostimulant (0 and 0.5 mL
L~1) with four repetitions. Proline content, total protein, and superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GPX) activity were determined
in leaves and roots. The results showed that basil varieties increased proline, CAT,
SOD and GPX concentrations as NaCl concentrations were moderate to severe (100
and 150 mM). The plants treated with 0.5 mL L~! of the biostimulant significantly
increased the variables studied, even in the presence of NaCl stress, determining
the mitigating action of the biostimulant by promoting greater antioxidant enzymatic
activity and an increase in osmoregulatory substances.

Key words: Catalase, glutathione peroxidase, proline, superoxide dismutase, total
proteins.
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INTRODUCCION

Los factores antrépicos han desencadenado
procesos de salinizacion de forma dindmica y ex-
trema en aquellas areas cuyas condiciones climaticas
propician la aparicién de estos fendmenos (Batista et
al. 2017). La accién del hombre tiene una incidencia
alta en factores degradativos como la deforestacion,
la sobreexplotacién, el cambio en el uso de las tierras
y el uso de agua de mala calidad para el riego agri-
cola, entre otras (Khaledian et al. 2017). En la
actualidad, mas del 20% de los suelos cultivados y
aproximadamente el 50% de las tierras irrigadas, es-
tan catalogados como potencialmente salinos o con
tendencia a la salinidad, y los modelos matemati-
cos evidencian que la velocidad de salinizacion de
los suelos aumenta cada afo y en menos tiempo
(Ahammed et al. 2018). La salinidad en el suelo in-
hibe el crecimiento vegetal, mediante perturbaciones
en el balance de agua, reduccion de la turgencia, asi
como el agotamiento de la energia requerida para el
metabolismo. Estas afectaciones se generan por di-
ficultad en la captacidén o transporte de agua dentro
de la planta, como por efectos téxicos ocasionados
por un exceso de iones minerales en los tejidos, con
danos de tipo osmético, toxico o nutricional (Batista-
Séanchez et al. 2019).

La albahaca es una especie que se cultiva en
el estado de Baja California Sur, México, con mer-
cado de exportacion, debido a las caracteristicas de
sus aceites esenciales que se utilizan en la industria
de cosmeéticos para la elaboracién de perfumes; en
la industria farmacéutica por sus propiedades diuréti-
cas y estimulantes y en la alimenticia para aromatizar
vinagres, por su agradable olor y sabor, ademas de
su empleo como condimento (Tarchoune et al. 2013,
Gaviria et al. 2016). Es una fuente de ingresos para
los productores organicos del Estado de Baja Cali-
fornia Sur; sin embargo, el incremento de las areas
para su produccion se limita por el incremento de la
salinidad en el agua de riego y en el suelo en las
zonas de cultivo (Cruz-Falcén et al. 2018). Para en-
frentar esta problematica, se trabaja en la busqueda
de soluciones que incrementen la productividad de
los cultivos en estas condiciones, para lo cual no sélo

se utilizan cultivares tolerantes, sino también, intro-
ducir tecnologias que permitan minimizar los dafos
que el estrés abibtico por salinidad provoca en las
plantas (Reyes-Guerrero et al. 2021).

En los Ultimos afios se ha incrementado el
uso de sustancias inocuas en la agricultura, como
los bioestimulantes de origen natural, que ejercen
gran influencia en el crecimiento y desarrollo de las
plantas. Entre este grupo de bioestimulante se en-
cuentran los que son obtenidos de los residuos de
la industria azucarera cubana, que son una mez-
cla de sustancias organicas intermediarias comple-
jas de alta energia, como los aminoacidos, pépti-
dos de peso molecular bajo, bases nitrogenadas
e hidratos de carbono bioactivos (Batista-Sanchez
et al. 2019, Calero-Hurtado et al. 2019). Estas
sustancias sirven de soporte al metabolismo se-
cundario de las plantas cuando se colocan opor-
tunamente a disposicion de estas. Debido a que
estos compuestos son activadores de los mecanis-
mos fisiol6gicos de las plantas, por lo que su apli-
cacién permite un mejor aprovechamiento de los nu-
trientes y por ende mayor crecimiento y desarrollo,
lo que incrementa la biomasa, rendimiento y acti-
vacion de los mecanismos de tolerancia de las plan-
tas a condiciones de estrés (Batista-Sanchez et al.
2017, Silva-Nébrega et al. 2021). En las plantas,
las vias mas utilizadas para promover la defensa y
la adaptacion al entorno involucran la sintesis bio-
quimica de sustancias osmorreguladoras, que prote-
gen a las plantas de la deshidratacién, como la pro-
lina y enzimas que proporcionan un equilibrio en el
metabolismo, aun cuando las condiciones del medio
son desfavorables. Las enzimas juegan un papel im-
portante en la desintoxicacién de Especies Reactivas
de Oxigeno (ERO), las plantas poseen un complejo
sistema enzimatico antioxidante en diferentes com-
partimentos celulares. Este sistema de defensa in-
cluye componentes antioxidantes enzimaticos como
catalasa (CAT), peroxidasa, superdxido dismutasa
(SOD) y las enzimas del ciclo ascorbato-glutation
como la ascorbato peréxidasa (APX) y glutatiéon re-
ductasa (GR). La superéxido dismutasa (SOD) es la
enzima en las plantas que dismuta el 0> en H,0,
y O,. El HyO, puede ser directamente catabolizado
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por catalasas (CAT) o, en presencia de sustratos
reductores, por varios tipos de peroxidasas, en el ci-
clo ascorbato-glutation (Machin-Suarez et al. 2017).
Por que el uso de los bioestimulantes se sugiere por
su potencial accién antiestrés (Reyes et al. 2017,
Batista-Sanchez et al. 2019). Por lo anterior, el obje-
tivo del estudio fue evaluar el efecto mitigador de un
bioestimulante en el contenido de prolina, proteinas
totales y actividad enzimatica antioxidante en hojas
y raices de tres variedades de albahaca sometidas a
estrés por salinidad (NaCl).

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio

El experimento se realiz6 en una estructura
tipo casa de malla, construida con tubos de acero
galvanizado con dimensiones de 32 x 30 m de largo
y ancho, respectivamente, y altura de 4.20 m, cu-
bierta con malla de 1610 PME CR, con hilos de 16
x0 cm~2, orificios de 0.4 x 0.8 mm, color cristalino
con 40% de sombra, ubicada en el campo agricola
del Centro de Investigaciones Biol6gicas del Noroeste
(CIBNOR), localizado en La Paz, Baja California Sur,
a los 24° 08 10.03” LN y 110° 25" 35.31” LO, con
altura sobre el nivel del mar de 7 m (Ojeda-Silvera
et al. 2015). Las temperaturas (promedio, maxima
y minima) registradas dentro de la malla sombra en
el periodo de experimentacion fueron, 26.84 + 5.21,
4417 + 4.92, 13.40 + 5.83 °C, con una humedad
relativa de 52.8 + 14.95%. Los datos climatologi-
Ccos se registraron con una estacion climatoldgica
portatil (Vantage Pro2 Davis Instruments, Hayward,
Cal. USA) que se coloc6 dentro de la estructura casa
de malla.

Material genético

Las plantulas se obtuvieron a partir de semillas
certificadas de las variedades de albahaca, Napole-
tano, Nufar y Emily, provenientes de la Empresa Seed
Vis Company, con respuesta diferencial al estrés por
salinidad (NaCl) (Batista-Sanchez et al. 2017).

Bioestimulante

Se utiliz6 el bioestimulante FitoMas-E,
derivado de la industria azucarera obtenido y de-
sarrollado en el Instituto Cubano de Investigaciones
de los Derivados de la Cana de Azlcar. El bioestimu-
lante es una mezcla de sales minerales y sustancias
bioquimicas, con contenido de 6.94% de aminoa-
cidos totales (16 aminoacidos) de los cuales, 50%
son alifaticos y 30% arométicos y heterociclicos,
2.5% de sacaridos, 20% de materia organica, 3%
de polisacaridos biolégicamente activos, 1.5% de lipi-
dos y bases nitrogenadas, 6.5% de nitrogeno total,
5.24% de potasio y 2.7% de fésforo (Montano et al.
2007).

Disefio experimental y tratamientos

Se utilizé un disefio completamente al azar con
arreglo factorial (3A x 4B x 2C), considerando tres
variedades de albahaca (Napoletano, Nufar y Emily)
como factor A, las concentraciones de NaCl (0, 50,
100 y 150 mM) como factor B y las dosis del bioes-
timulante (0 y 0.5 mL L™!) como factor C, para un
total de 24 tratamientos con cuatro repeticiones (seis
plantas por cada repeticion). Las semillas se sem-
braron en charolas de poliestireno de 200 cavidades
con Sogemix VT-M (Premier Horticulture Ltd. Dorval,
Quebec, Canadd) como sustrato comercial inerte el
cual contiene turba de Sphagnum canadiense de fi-
bra corta (65-75% vol), vermiculita, caliza y agentes
humectantes. Para mantener la humedad y lograr
una emergencia homogénea, se aplicaron riegos
diarios hasta la saturacion del sustrato (1 500 mL).
Cuando las plantulas alcanzaron una altura promedio
de 10 cm se trasplantaron en canastillas para hidro-
ponia de 150 mL utilizando como soporte vermiculita
y una fraccion de fibra absorbente de algodén para
garantizar el contacto de las raices con el agua, du-
rante los primeros dias posteriores al trasplante, en
un sistema de hidroponia de raiz flotante. Los con-
tenedores para hidroponia consistieron en cajas de
poliuretano expandido de 69 x 38.5 x 25 cm y 38
L de capacidad, aforadas con agua proveniente de
la planta potabilizadora del CIBNOR, a la cual se le
midié la conductividad eléctrica (CE = 0.22 dS m~1).
Las canastillas de hidroponia se colocaron en los

E. ISSN: 2007-901X

www.ujat.mx/era
3


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

COSISTEMAS
Y
CURSOS
ROPECUARIOS

Batista-Sdnchez et al.

Bioestimulacion en albahaca bajo salinidad
Ecosist. Recur. Agropec. 9(2): e3185, 2022
https://doi.org/10.19136/era.a9n2.3185

contenedores hidropénicos en orificios de una pul-
gada (seis canastillas por contenedor). La nutricién
de las plantas se efectud con la solucién nutritiva de
Samperio (1997) adaptada para albahaca, ajustada
a razén de 1 L por cada 100 L de agua a la que
se le midié el pH para garantizar un rango de 6.5 &
0.4. La aplicacion de los tratamientos con el bioes-
timulante FitoMas-E inici6 después de un periodo
de aclimatacion de siete dias después del trasplante
(DDT), asperjando la parte aérea de las plantas con
una dosis de 0.5 mL L~! y agua destilada (control) en
dias alternos mientras se desarrollé el experimento
(duracion total de 65 dias). Cuando se encontra-
ban plenamente establecidas (15 dias posteriores al
trasplante), se inicié6 de manera gradual la aplicacién
de los tratamientos de NaCl, para evitar un choque
osmético (Murillo-Amador et al. 2007), iniciando con
una concentracion de 25 mM de NaCl en todos los
tratamientos salinos, hasta alcanzar la concentracién
maxima de cada tratamiento (50, 100 y 150 mM).

Determinacion de variables bioquimicas

Los indicadores bioquimicos se determinaron
en hoja y raiz, utilizando tres repeticiones de cada
muestra. La prolina se determin6 con el método
descrito por Bates et al. (1973). Se tomaron mues-
tras de 100 mg de tejido vegetal liofilizado, se deposi-
taron en tubos de 2 mL y se homogenizaron con 2
mL de &cido sulfosalicilico al 3%. Posteriormente, se
centrifugé a 3 500 rpm durante 10 min. Una muestra
de 0.5 mL se tomé del sobrenadante y se le agre-
garon 0.5 mL de ninhidrina (1.25 g ninhidrina + 30 mL
acido acético + 20 mL &cido fosférico 6M) en tubos de
borosilicato de 5 mL. Para luego calentar los tubos en
bafo Maria a ebullicion durante 1 h. Enseguida se en-
friaron en bario de agua, y se agregd 1 mL de tolueno
a cada tubo y se mezcl6 con vortex. Se separd la fase
de tolueno midiéndose la absorbancia a 520 nm uti-
lizando un espectrofotometro (Termo Helios Omega,
Vantaa-Finlandia) con celda de cuarzo de 1 cm de
paso de luz, utilizando tolueno como blanco. Para la
curva de calibracién se utilizé una solucién de prolina
a partir de 0.5 mg mL~!, que se diluyé en proporcion
1:2 en agua destilada hasta tener concentraciones
de 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03125 y 0.015625 mg

mL~! de prolina y solucién de &cido sulfosalicilico al
3% como blanco.

El contenido de proteinas totales se determiné
mediante la técnica del &cido bicinconinico o BCA
(Smith et al. 1985) que se basa en el principio
que las proteinas reducen los iones cupricos a iones
cuprosos en condiciones alcalinas. Se utilizé una
soluciéon reactiva comercial de Sigma (solucién de
acido bicinconinico B9643 y solucién de sulfato de
cobre |l C2284). Una alicuota de 25 uL del homo-
geneizado se procedié a digerir en 500 uL de NaOH
0.1N durante 120 min; posteriormente se tomaron
25 ul del digerido o muestra diluida, se colocé en
el fondo de una microplaca y se le agregé el reac-
tivo preparado de BCA. Luego se incub6 a 60 °C du-
rante 15 min y se ley6 la absorbancia a 562 nm en un
espectrofotémetro de placas (Termo, Multiskan Spec-
trum, Vantaa-Finlandia). Se utiliz6 una solucién es-
tandar con una concentracién de 1 mg mL~! de al-
bdmina bovina, la cual se diluyé en proporcién 1:2
en solucién salina hasta tener concentraciones de 1,
0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 y 0.03125 mg mL~! de pro-
teina y solucién salina como blanco. La actividad de
la enzima superdxido dismutasa (SOD) se determino
con el método descrito por Suzuki (2000). Se utilizé
el sistema xantina/xantina oxidasa como generador
constante del radical superéxido (O% ), el cual al en-
trar en contacto con el nitroazul de tetrazolio (NBT) lo
reduce y forma un producto llamado formazéan, cuyo
cambio es detectado por espectrofotometria cuando
la SOD inhibe la reduccién del NBT. Se registro el
cambio en la absorbancia a 560 nm cada 30 segun-
dos durante 5 minutos (A560) en un lector de placas
(Termo, Multiskan Spectrum, Vantaa-Finlandia). Una
unidad de SOD se definié6 como la cantidad de en-
zima que causa el 50% de la inhibicién del radical
superéxido con NBT.

La actividad de la catalasa (CAT) se determiné
con el método descrito por Johansson y Borg (1988).
Se agregaron 100 uL de buffer de fosfatos (100 mM
pH 7.0), 30 uL de metanol y 20 uL de muestra, se
incubaron 6 min en una microplaca. Posteriormente,
se anadieron 20 ulL de H,O, (35.2 uM) y se cubri6 la
placa. Se incub6 durante 20 min a temperatura am-
biente. Para luego agregar 30 uL de KOH (10 M) y
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30 uL de Purlpad (23.5mM sol 5% de HCI) y se in-
cubé por 10 min. Se afiadieron 10 uL de peryodato
de potasio 0.5 M (en KOH 0.5 M); la placa se incub6
por 5 min y se ley6 la absorbancia a 540 nm en un
lector de placas (Termo, Multiskan Spectrum, Vantaa-
Finlandia). Cada muestra se analiz6 por triplicado, los
resultados se expresaron como mM H,0; mim~! por
proteina total (mg g~ !).

La actividad de la glutatién peroxidasa (GPX)
se determind con el método descrito por Folhé y
Glnzle (1984). Esta enzima cataliza la reaccién del
peroxido de hidrégeno con glutatién reducido. El prin-
cipio consiste en monitorear la disminuciéon continua
de NADPH al mantener niveles constantes de glu-
tation reducido. La mezcla de ensayo se compuso
por 100 uL de solucion amortiguadora de fosfatos
500 mM, 10 uL de EDTA 60 mM, 100 uL de azida
de sodio 20 mM, 100 uL de glutatién reductasa 15 U
mL~!, 100 uL de NADPH 1.5 mM, 500 uL de agua
desionizada, 20 uL de glutatiéon reducido 250 mM, 50
uL de muestra y 20 uL de H,O,. Se midié el cam-
bio de absorbancia a 340 nm (Beckman Coutler DU
800, Fullerton, CA, USA) cada 3 s durante 40 s. Una
unidad de GPS se define como la cantidad de enzima
que oxida 1 umol de NADPH por minuto por proteinas
totales.

Anadlisis estadisticos

Se realizaron andlisis de varianza y compara-
ciones de medias (Tukey HSD, p = 0.05). En todas
las variables, las medias se consideraron significa-
tivamente diferentes cuando p < 0.05. Los analisis
estadisticos se realizaron con Statistica v. 10.0 para
Windows (StatSoft 2011).

RESULTADOS

Para el contenido de prolina en hojas y raiz
se encontraron diferencias significativas entre las
variedades estudiadas, las concentraciones salinas,
las dosis de bioestimulante, la interaccién variedades
x NaCl. El contenido mayor de prolina se observé
en la variedad Napoletano con 150 mM de NaCl
tanto para hojas como para raiz, con un incremento
superior al 100% con respecto al control (Tabla 1).

Para la interaccion variedades x bioestimulante, la
prolina se incrementé en Napoletano, tanto en hoja
como en raiz cuando se aplicé el bioestimulante, en
65.5 y 42.6%, respectivamente con respecto al con-
trol (Tabla 2). En la interaccién variedades x NaCl
x bioestimulante, los resultados mostraron que con-
forme aumentaron las concentraciones de NaCl, el
contenido de prolina también aumenté para las tres
variedades, tanto en hojas como en raiz, siendo su-
perior en los tratamientos que se le aplicé 0.5 mL L~!
del bioestimulante, destacandose el mayor contenido
de prolina en hojas de 70.1% con respecto al control,
en la variedad Napoletano con el tratamiento de 100
mM de NaCl y 0.5 mL L~! del bioestimulante. Para
raices se observé un contenido mayor de prolina en
la variedad Napoletano con un incremento de 53.6%
respecto al control, en el tratamiento de 50 mM de
NaCly 0.5 mL L~! del bioestimulante. El analisis de
los resultados revelé que la variedad Emily en 150
mM de NaCl con 0 mL L~! del bioestimulante no lo-
gré sobrevivir. De manera general cuando se aplicé
0.5 mL L~! del bioestimulante, el contenido de prolina
fue superior aun y cuando las plantas se encontraban
en estrés por salinidad (NaCl) (Tablas 3 y 4).

El contenido de proteinas totales (PT) en
hojas y raiz mostré diferencias significativas en-
tre variedades, salinidad y bioestimulante. En la
interaccion variedades x NaCl se observ6 un con-
tenido menor de PT en hojas y raiz cuando las plan-
tas se sometieron al estrés por NaCl de moderado a
severo, siendo més sensible la variedad Emily con un
menor contenido de PT de 73.41% en hojas y 76.29%
en raiz con respecto al control en 150 mM de NaCl
(Tabla 1). Para la interaccion variedades x bioes-
timulante, las PT se incrementaron en hojas y raiz
cuando las plantas se trataron con el bioestimulante,
la variedad Napoletano alcanz6 un incremento de un
17.26% en hojas, en raiz el mayor contenido de PT
fue en la variedad Nufar con un 10% respecto al con-
trol (Tabla 2). En la interaccién variedades x NaCl
x bioestimulante, las tres variedades disminuyeron
las PT en hojas y raiz conforme las concentraciones
de NaCl aumentaron y se observd que las plantas
tratadas con el bioestimulante mantuvieron valores
mas elevados respecto a las que no lo recibieron
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Tabla 1. Valores promedio de variables bioquimicas en hojas y raices de tres variedades de albahaca sometidas a estrés por salinidad
(NaCl) considerando la interaccién variedades x NaCl.

Prolina(mgg~!) PT(mgg~!) SOD (UmgdeProt)y CAT (UmgdeProt) GPX (Umg de Prot)

Variedades  NaCl (mM)

Hojas

Napoletano 0 0.329/ 10.419¢ 91.527 7.76° 0.292¢8
50 0.639° 8.880" 115.31¢ 12.55¢ 0.385"

100 0.703% 8.447 140.64° 14.45" 0.991°¢

150 0.720¢ 8.170%¢ 163.234 17.34¢ 1.727¢
Nufar 0 0.325F 7.972b¢ 67.97/ 6.17/ 0.105"
50 0.570/ 6.856¢ 78.53" 8.42¢ 0.127"

100 0.588¢ 5.814¢ 99.37¢ 10.70¢ 0.463¢

150 0.599¢ 4.932¢/ 139.32° 16.66¢ 1.541°

Emily 0 0.349' 7.456°¢ 69.60° 3.32¢ 0.067'
50 0.408" 4.999¢/ 89.99¢ 5.03/ 0.104%
100 0.509¢ 4612/ 94.33¢ 7.72¢ 60.726¢

150 0.322! 1.982¢8 66.17* 12.26¢ 0.7514

Prolina (mgg~!) PT(mgg~') SOD (Umgde Proty CAT (Umgde Prot) GPX (U mg de Prot)
Raices

Napoletano 0 0.171F 27.529¢ 44.817 4517 0.24¢
50 0.279¢ 22.4850 65.07¢ 7.44¢ 0.784b¢
100 0.289¢ 22.8140 67.69" 8.78% 0.80%¢

150 0.344¢ 21.285¢ 73.38¢ 9.80¢ 1.39¢

Nufar 0 0.185' 23.0140 40.018 5.70¢ 0.61¢
50 0.259/ 19.968¢ 48.23¢ 7.62b¢ 0.744b¢

100 0.273¢ 16.378° 58.49¢ 7.95b¢ 0.79%¢

150 0.294% 14.452/¢ 64.85¢ 8.33%¢ 1.24b

Emily 0 0.174J 21.222¢ 33.77" 2.72f 0.42¢
50 0.242" 14.782/ 40.66% 5.024¢ 0.734bc

100 0.2508 13.4978 40.448 5.274¢ 0.744b¢

150 0.120/ 5.031" 22.21¢ 3.95¢/ 0.43¢

PT: proteina total, SOD: super6xido dismutasa, CAT: catalasa, GPX: glutatién peroxidasa. Valores promedio con letras distintas en una
misma columna difieren estadisticamente (Tukey HSD, p < 0.05).

Tabla 2. Valores promedio de variables bioquimicas en hojas y raices de tres variedades de albahaca sometidas a estrés por salinidad (NaCl)
considerando la interaccién variedades x bioestimulante.

Bioestimulante  Prolina(mgg™') PT(mgg~!) SOD (UmgdeProt) CAT (UmgdeProt) GPX (U mg de Prot)

Variedades

(mLL™h Hoja

Napoletano 0 0.4507 8.2667 120.84° 12.34° 0.750°
05 0.745¢ 9.693¢ 134.52¢ 13.71¢ 0.948¢

Nufar 0 0.428¢ 6.176¢ 91.57¢ 9.73¢ 0.483¢
0.5 0.613% 6.611¢ 101.02¢ 11.24¢ 0.635¢

Emily 0 0.270/ 4.056¢ 57.48/ 3.83¢ 0.124/
05 0.524¢ 5.4684 102.56¢ 10.33¢ 0.700¢

Prolina (mgg~T) PT(mgg~') SOD (UmgdeProt) CAT (Umgde Prot) GPX (U mg de Prot)
Raices

Napoletano 0 0.2237 17.7819 54.62° 6.538" 0.67¢
05 0.3184 19.126¢ 70.86¢ 8.727¢ 0.94¢

Nufar 0 0.221¢ 22.327" 50.47¢ 6.8472 0.77¢
0.5 0.284" 24.729¢ 55.32" 7.956¢ 0.91¢

Emily 0 0.153 11.676" 27.647 3.069¢ 0.43¢
05 0.240¢ 15.590¢ 40.90¢ 5.408¢ 0.74¢

PT: proteina total, SOD: superéxido dismutasa, CAT: catalasa, GPX: glutation peroxidasa. Valores promedio con letras distintas en una misma
columna difieren estadisticamente (Tukey HSD, p < 0.05).

aun y cuando se sometieron al estrés por NaCl, La actividad de superdxido dismutasa (SOD)
la variedad Napoletano obtuvo un incremento de presenté diferencias significativas para hojas y raiz,
12.66% en hojas y 4.57% en raiz con 0 mM de NaCl entre variedades, salinidad y bioestimulante. En la in-
y 0.5 mL L~! del bioestimulante (Tablas 3y 4). teraccion variedades x NaCl la SOD se incrementd
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Tabla 3. Valores promedio de variables bioquimicas en hojas de tres variedades de albahaca sometidas a estrés por salinidad

(NaCl) considerando la interaccion variedades x NaCl x bioestimulante.

Variedades NaCl Bioestimulante Prolina PT SOD CAT GPX
(mM) (mLL™ (mgg™") (mgg™') (UmgdeProt) (UmgdeProt) (Umgde Prot)
0 0 0.261 9.779% 82.24™ 6.08 0.204%7
0.5 0.397° 11.059¢ 100.81/ 2.85k 0.380"
50 0 o.475f 8.1 92“"’f 107.88! 2.98{( 0.235'
Napoletano 0.5 0.803° 9.568¢¢ 122.74" 379/ 0.536¢
100 0 0.5202 7.664ng 135.63¢ 5.59' 0.912¢
05 0.885 9.2315cd 145.65¢ 6.08! 1.0714
150 0 0.546! 7.428¢/8h 157.60° 6.75’: 1.648"
05 0.895¢ 8.913bcde 168.87¢ 7.08! 1.806%
0 0 0.295"  7.920%f¢ 64.037 7.39/ 0.094kim
05 0.3554 8.0254¢f 71.92° 9.44" 0.115K
50 0 0.469” 6.4578h 76.22" 9.45" 0.1 095’
Nufar 0.5 0.670/ 7.254-( {%h 80.84"" 9.51" 0_144{k
100 0 0.472! 5.602’-{‘:’ 97.1 95 9.905"’? 0.242'
05 0.704¢ 6.025"7k 101.55/ 11.50/8 0.684/
150 0 0.475K 4.723%’1"1 128.848 11.96 _ 1.486¢
05 0.723¢  5.140/kim 149.79¢ 13.14¢/ 1.597°
0 0 0.289° 7.033/8hi 64.267 2.85k 0.040™"
0.5 0.409" 7.878%¢/s 74.94" 3.79/% 0.094kim
50 0 0.3817 4.850W 78.95" 2.98’f 0.081%™
Emily 0.5 0.435" 5.149/kim 101.02/ 7.08 0.1274
100 0 0.409" 4.342im 86.72! _ 9.51" 0.374"
0.5 0.610" 4.882kim 101.93/ 15.00%¢ 1.1284
150 0 o 0.000" 04 o 0"
0.5 0.644¢ 3.964"" 132.34/ 15.44bcd 1.452¢

PT: proteina total, SOD: superéxido dismutasa, CAT: catalasa, GPX: glutation peroxidasa. Valores promedio con letras dis-

tintas en una misma columna difieren estadisticamente (Tukey HSD, p < 0.05).

en hojas y raiz conforme la concentraciéon del NaCl
se incrementd, con excepcion en los tejidos de Emily
en 150 mM de NaCl, la cual disminuyé tanto en ho-
jas como en raiz. Para la interaccién variedades x
bioestimulante, esta variable increment6 11.32% en
hojas y 29.73% en raiz con respecto al control en la
variedad Napoletano y la Emily alcanzé 78.42% en
hojas y 47.97% en raiz, las plantas tratadas con el
bioestimulante con dosis de 0.5 mL L~! mostraron la
mayor actividad de SOD (Tabla 2). En la interaccion
variedades x NaCl x bioestimulante, los resultados
revelaron un incremento de SOD en hojas y raiz
cuando las plantas se trataron con 0.5 mL L~! que
fue mayor cuando se encontraban en estrés por NaCl
de moderado a severo. Las variedades Napoletano
y Nufar incrementaron la actividad SOD en hojas
(7.15 y 26.04%) y raiz (91.53 y 8.53%) al aplicar
bioestimulante y 150mM de NaCl.

La actividad de la catalasa (CAT) mostré
diferencias significativas entre variedades, NaCl y
bioestimulante. Los resultados de la interaccion

variedades x NaCl mostré un incremento de CAT en
hojas y raiz para las tres variedades conforme las
concentraciones de NaCl se incrementaron, Napole-
tano llegé a 123% en hojas y 117% en raiz, mien-
tras que la variedad Nufar incrementé a 170% en ho-
jas y 46.14% en raiz con respecto al control en 150
mM. En la interaccién variedades x bioestimulante
se observd un aumento de la actividad de la CAT
para hoja y raiz cuando se aplicé el bioestimulante
la variedad Napoletano incrementé un 11% en ho-
jas y 33.48% en raiz con respecto al control donde
no se aplicd el bioestimulante, mientras que en la
interaccion variedades x NaCl x bioestimulante, se
presenté un incremento de la actividad de CAT en
hojas y raiz cuando las plantas se trataron con el
bioestimulante en las concentraciones mayores de
NaCl, Emily increment6 en un 57.7% la actividad CAT
en hojas al aplicar el bioestimulante y 100 mM de
NaCl (Tabla 3). La variedad Napoletano increment6
en 24.9% la actividad CAT en raiz al aplicar 0.5 mL
L~! del bioestimulante y 150mM de NaCl. Las plan-
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Tabla 4. Valores promedio de variables bioquimicas en raices de tres variedades de albahaca sometidas a estrés por salinidad

(NaCl) considerando la interaccién variedades x NaCl x bioestimulante.

Variedades NaCl Bioestimulante Prolina PT SOD CAT GPX
(mM) (mLL™h (mgg™") (mgg!) (UmgdeProty (UmgdeProt) (Umgde Prot)
0 0 0.151° 26.913¢ 41.32! 4377k 0.419
0.5 0.190¢ 28.1444 48.29 464" 0.32%
50 0 o.220"f 20.465¢ 60.13/ 5.55fﬂ’1f 0.91%
Napoletano 0.5 0.338; 24.5062‘ 70.012 9.333@ 0.78"’;
100 0 0.236 22.241¢de 66.69 7.51¢def 0.94¢
0.5 0.341% 23.387%¢ 68.68¢ 10.05% 0.67%
150 0 0.287¢ 19.689/¢ 50.33" 8.72bcd 1.46¢
0.5 0.402¢ 22.8807¢ 96.44¢ 10.89¢ 1.31¢
0 0 0.181¢ 22.594¢¢ 38.35"" 5.58/¢hi 0.584
0.5 0.189" 23.435%¢ 41.68! 5.82¢/8hi 0.6240
0 0.215° 18.483¢" 45.467 6.684¢/¢h 0.79%
%0 0.5 0.303/  21.4534¢f 51.01" 8.57bd 0.684
Nufar . . . . . . .
100 0 0.231" 15.885'/ 55.90¢ 7.23¢defg 0.80%*
0.5 0.315¢ 16.871" 61.07¢/ 8.67%d 0.69%
150 0 0.258¢ 14.1607% 62.19¢ 7.90¢4e 1.41¢
0.5 0.329¢ 14.743/ 67.50¢¢ 8.76%cd 0.64%
0 0 0.148* 20.169/¢ 33.40" 2.46F 0.5140
05 0.2017 22.275¢e 34.14" 2.987k 0.06"
50 0 0.232™" 141 oof_"f 37.17" 4.79’“'1'_ 0.76%
Emily 05 0.251/ 15.4641 44.15F 5.26&"_“_ 0.640
100 0 0.233™ 12.434¢ 39.25" 5.08"/ 0.80%
0.5 0.266" 14559/ 41.63' 5.50/8h 0.85%
150 0 0.0" 0.0™ 0.0”. 0.0/ 0.0
05 0.241% 10.062! 44.437% 7.89¢de 1.05%

PT: proteina total, SOD: superdxido dismutasa, CAT: catalasa, GPX: glutatién peroxidasa. Valores promedio con letras distin-

tas en una misma columna difieren estadisticamente (Tukey HSD, p < 0.05).

tas de Emily cultivadas en 150 mM de NaCl y sin la
aplicacién del bioestimulante no lograron sobrevivir
(Tabla 4).

La actividad de glutation peroxidasa (GPX)
mostr6é diferencias significativas entre variedades,
salinidad y bioestimulante. En la interaccién
variedades x NaCl, se presentdé un incremento de
GPX en hoja y raiz en las tres variedades cuando la
concentracion de NaCl fue de moderada a severa,
excepto para Emily pues GPX disminuy6 en 150
mM de NaCl. En la interaccion variedades x
bioestimulante en hoja, se observ6é una respuesta
positiva al incrementar GPX con el bioestimulante, la
variedad Napoletano increment6 26.4% con respecto
al control, aunque no se encontré diferencia signi-
ficativa en raiz, se observd un incremento al aplicar
el bioestimulante en las tres variedades estudiadas.
La interacciéon variedades x NaCl x bioestimulante
para hoja, mostrd un incremento de GPX cuando se
aplicé el bioestimulante Napoletano incrementé 9.6%
y Nufar 7% en hojas con respecto al control, atn en

concentraciones altas de NaCl, Emily en 150 mM
de NaCl y sin la aplicacion del bioestimulante no lo-
gré sobrevivir. La interaccién, variedades x NaCl x
bioestimulante en raiz presentd diferencia significa-
tiva, observandose un incremento de GPX en 150
mM con o sin bioestimulante en Napoletano y Nufar,
la variedad Emily increment6 6.5% en raiz con el uso
del bioestimulante y 100mM de NaCl.

DISCUSION

Las tres variedades de albahaca incremen-
taron la concentracién de prolina, a medida que
aumentaron las concentraciones de NaCl y fueron
mas altos los valores cuando se aplicé el bioestimu-
lante, corroborandose la accion mitigadora del bioes-
timulante al promover una actividad osmoprotectora.
Al respecto, Barbieri et al. (2012) reportd que la
salinidad provoc6 una acumulacién de prolina en las
hojas de albahaca de Napoletano y Genovese, ob-
servando incrementos mayores de prolina en Napo-
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letano en comparacién con Genovese cuando se
sometieron a 100 y 200 mM de NaCl. Esta respuesta
se justifica dado que la prolina es uno de los osmoli-
tos que mas se acumulan en las plantas sometidas
a estrés por salinidad, como respuesta para lograr
un ajuste osmotico (Ozden et al. 2009, Alhasnawi
et al. 2016). La prolina es un aminoacido antioxi-
dante que responde al estrés; funciona como un os-
molito en la permeabilidad de la membrana de la raiz
(Gonzalez-Jiménez et al 2020), estabiliza las protei-
nas e inhibe la peroxidacién lipidica. La prolina se
considera un indicador importante del estrés abiotico
(Alhasnawi 2019), pues su acumulacion en los tejidos
se correlaciona con una tolerancia mayor al estrés y
la aplicacion exégena de compuestos de aminoaci-
dos mejora la tolerancia al estrés bidtico y abiotico
en plantas como maiz, cebada, soya y arroz (Dos-
Reis et al. 2012, Teh et al. 2016). La prolina tam-
bién estabiliza proteinas y membranas, elimina es-
pecies reactivas de oxigeno e inducen la expresion
de genes sensibles al estrés salino y genes impli-
cados en factores de transcripcion, trafico de mem-
brana y especies reactivas de oxigeno (Mansour y
Ali 2017). Sobre lo mismo Tabssum et al. (2019)
observaron un efecto positivo en las relaciones hi-
dricas de las plantas tratadas con sal y prolina cul-
tivadas en condiciones de invernadero, asi como au-
mento en las actividades de SOD y CAT, lo que in-
dica mayor efecto de la prolina en la eliminacién de
ROS en condiciones de estrés salino. Mientras que
Anjum et al. (2014) reportan que la albahaca posee
la capacidad enzimatica para dismutar el radical su-
peréxido (0% ) a 100 mM de NaCl. Por lo anterior,
el incremento de prolina en las plantas de albahaca
tratadas con el bioestimulante y en condiciones de
estrés por NaCl, evidencia que el bioestimulante ac-
tla como agente mitigador de los efectos de este es-
trés. La respuesta de albahaca a la aplicaciéon del
bioestimulante fue positiva, ya que la disminucién de
las PT fue menor en las plantas sometidas a estrés
por NaCl. Lo anterior, se relaciona con el efecto que
ejerce el bioestimulante en el metabolismo de los car-
bohidratos y en la sintesis de proteinas (Hurtado et al.
2019). Asimismo, se atribuye a la sintesis de molécu-
las precursoras de agentes antioxidantes, capaces de

contrarrestar algunos de los efectos negativos del es-
trés abiotico (Ojeda-Silvera et al. 2015, Rehman et
al. 2021). Por otro lado, la presencia del NaCl en
el medio de cultivo induce la expresion de genes que
participan en la sintesis proteinas protectoras como
respuesta adaptativa al estrés salino, incrementando
el contenido de proteinas totales (Riaz et al. 2018).
Las plantas en condiciones de estrés se
protegen mediante mecanismos antioxidantes para
eliminar los radicales libres por medio de compo-
nentes enzimaticos y no enzimaticos (Reyes et al.
2017). Los mecanismos enzimaticos incluyen a
las enzimas superéxido dismutasa (SOD), ascor-
bato peroxidasa (APX), glutatién peroxidasa (GPX)
y catalasa (CAT). La SOD actla como la primera
linea de defensa en contra de las especies reactivas
de oxigeno (ERO) transformando el O,- en H;0s.
Las enzimas APX, GPX y CAT subsecuentemente
lo detoxifican reduciéndolo a H20O. A diferencia de
la mayoria de los organismos, las plantas tienen
multiples genes que codifican para SOD y APX, que
se localizan en los cloroplastos, las mitocondrias,
peroxisomas, citosol y apoplasto (Soundararajan et
al. 2017). Estas vias pueden ser estimuladas por la
presencia de las moléculas del bioestimulante apli-
cado. La extension del estrés oxidativo en una célula
esta determinada por la cantidad de superoxido,
H,O, y radicales hidroxilos. Por lo que el balance
de las actividades de SOD, APX y CAT es trascen-
dental para suprimir los niveles téxicos de ERO en
la célula (Manivannan et al. 2016, Nadarajah 2020).
El incremento de la actividad enzimatica en plantas
de albahaca tratadas con el bioestimulante revela
su accion eficiente para activar los mecanismos bio-
quimicos que garantizan una reduccion de ERO y de
esta forma mitigar los efectos negativos del estrés por
NaCl (Godoy et al. 2021). Al respecto, Apone et al.
(2010) senalan que una mezcla de aminoacido, pép-
tido, azlicar derivada de las paredes celulares de las
plantas indujo la expresién de tres genes marcadores
de estrés y dos genes implicados en la respuesta al
estrés oxidativo en plantas de Arabidopsis y mejoré la
tolerancia de las plantas de pepino a estrés oxidativo.
Asimismo, Tabssum et al. (2019) mostraron que la
aplicacion foliar de amino&cido mejoré el crecimiento
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de las plantulas de arroz cultivadas bajo estrés salino
al reducir la fuga de electrolitos y mejorar el contenido
relativo de agua, potencial hidrico, SOD, CAT, MDA.
En un estudio sobre arroz cultivado en estrés, Falcon-
Rodriguez et al. (2021) reportaron que la actividad
de los acidos humicos inducida por la peroxidasa
en hojas y raices redujo el contenido de peroxido
de hidrégeno, manteniendo la permeabilidad de la
membrana y aumentando el contenido de prolina.
En frijol comun la aplicacion de &cidos humicos bajo
condiciones de elevada salinidad (120 mM NaCl) in-
cremento los niveles de prolina endégenos y redujo la
ruptura de la membrana, los cuales constituyen indi-
cadores de adaptacion a un ambiente salino (Hurtado
etal. 2019).

CONCLUSIONES

El contenido de prolina, proteinas totales y

actividad enzimatica antioxidante aumentd con la
aplicacion del bioestimulante. Esta respuesta indujo
una tolerancia mayor al estrés por salinidad (NaCl)
en las tres variedades de albahaca, confirmando la
hipétesis del efecto mitigador de este bioestimulante,
al incrementar las sustancias osmorreguladoras in-
duciendo un ajuste osmético.
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