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BIOESTIMULANTES DE ALGAS MARINAS COMO ESTRATEGIA PARA
REDUCIR EL ESTRES OXIDATIVO Y MANTENER EL CRECIMIENTO EN ]
PLANTAS DE PIMIENTO (Capsicum annuum L.) BAJO CONDICIONES DE ESTRES
HIDRICO

SEAWEED BIOSTIMULANTS AS A STRATEGY TO REDUCE OXIDATIVE
STRESS AND MAINTAIN GROWTH IN PEPPER PLANTS (Capsicum annuum L.)
UNDER WATER STRESS CONDITIONS

Karen Chambilla M.>2, Milagros Chang L.13; Alfredo Rodriguez-Delfint4,
Sabina Huamanyauri T.>® y Juan Carlos Bisbal V.57

Resumen

La disponibilidad de agua es el factor mas critico para el crecimiento y desarrollo de las plantas.
La aplicacién de bioestimulantes de extractos de algas marinas pueden mejorar la resistencia al
déficit de agua en los cultivos y reducir el impacto negativo que este genera en el rendimiento de los
cultivos. Se realizé un experimento para evaluar el efecto de cuatro bioestimulantes: Fertimar (2.5
g-1h), Fertimar SC (5 ml-I'Y), EA 1000-13 (5 ml-I"%) y Fertikelp (5 ml-I-t), formulados a partir de
algas marinas sobre el crecimiento, rendimiento y estrés oxidativo en plantas de pimiento sometidas
a dos regimenes de riego: 1) riego continuo, 2) riego cada tres dias (estrés hidrico). Para medir el
efecto del estrés oxidativo, se evalud la actividad de las enzimas nitrato reductasa (NR), catalasa
(CAT), superoxido dismutasa (SOD) y guayacol peroxidasa (GPX). Se determiné el contenido de
prolina y el contenido relativo de clorofila en hojas. Las variables de crecimiento evaluadas (peso
seco de hojas, tallos y frutos) resultaron significativos (p < 0.05). Los bioestimulantes indujeron
mayores valores de peso seco y longitud de tallo (p < 0.01). El contenido de clorofila unidades SPAD
y prolina resultaron significativos con el factor frecuencia de riego (p < 0.01 para clorofilay p <
0.05 para prolina), indicando la presencia de estrés. La actividad de las enzimas antioxidantes GPX
y SOD resulté significativa en la interaccién bioestimulante y frecuencia de riego (p < 0.05),
incrementando su actividad, reduciendo el estrés oxidativo. El uso de bioestimulantes demostr6
mejorar la tolerancia al estrés hidrico al tener efectos positivos en el crecimiento y el control del
estrés oxidativo. Los resultados indican que las mejores fuentes de algas marinas para superar los
dafios por estrés oxidativo fueron Fertikelp y EA 1000-13.
Palabras clave: especies reactivas del oxigeno (ROS), cultivo sin suelo, solucion nutritiva, sustrato,
respuesta antioxidante, osmorregulacion, déficit de riego, metabolismo del nitrégeno,
bioreguladores.

Abstract

Water availability is the most critical factor for plant growth and development. The application
of biostimulants from seaweed extracts can improve crop resistance to water deficit and reduce its
negative impact on crop yield. An experiment was conducted to evaluate the effect of four
biostimulants: Fertimar (2.5 g-IY), Fertimar SC (5 ml-I"t), EA 1000-13 (5 ml-I"%), and Fertikelp (5
ml-I), formulated from seaweed, on the growth, yield, and oxidative stress of pepper plants
subjected to two irrigation regimes: 1) continuous irrigation, 2) irrigation every three days (water
stress). To measure the effect of oxidative stress, the activities of the enzymes nitrate reductase (NR),
catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), and guaiacol peroxidase (GPX) were evaluated. the
proline and the relative content of chlorophyll in leaves were determined. The growth variables
evaluated (dry weight of leaves, stems, and fruits) were significant (p < 0.05). Biostimulants induced
higher values of plant dry weight and stem length. The content of chlorophyll SPAD units and
proline were significant with the irrigation frequency factor (p < 0.01 for chlorophyll and p < 0.05
for proline), indicating the presence of stress. Meanwhile, there was a slight increase in NR activity,
which influences the activity of the antioxidant enzymes GPX and SOD. This was significant in the
interaction between biostimulant and irrigation frequency (p < 0.05), increasing their activity,
reducing oxidative stress. The use of biostimulants was shown to improve tolerance to water stress
by having positive effects on growth and the control of oxidative stress. The results indicate that the
best seaweed sources for overcoming oxidative stress damage were Fertikelp and EA 1000-13.
Key words: reactive oxygen species (ROS), soilless culture, nutrient solution, growing medium,
antioxidant response, osmoregulation, water deficit, nitrogen metabolism, bioregulators.
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Introduccion

El cambio climatico en el siglo XXI ha
incrementado el estrés hidrico que restringe el
crecimiento y la produccion de las plantas como el
pimiento. El pimiento es uno de los cultivos mas
importantes por sus beneficios nutricionales y
medicinales (Igbal et al., 2023)

Sun et al. (2020), reportaron que el estrés hidrico
inhibe el crecimiento de las plantas y la fotosintesis;
incrementa el contenido de las especies reactivas del
oxigeno (ROS), la permeabilidad de la membrana
plasmatica, enzimas antioxidantes y otras enzimas no
antioxidantes.

El estrés hidrico induce el incremento de especies
reactivas del oxigeno (ROS), las cuales pueden causar
dafio oxidativo severo, afectando el aparato
fotosintético y compromentiendo el funcionamiento
celular (Foyer & Noctor, 2005). Ademas de afectar las
proteinas, las ROS pueden provocar la oxidacion de
otras moléculas como lipidos, terpenoides,
carbohidratos y acidos nucleicos (Foyer & Noctor,
2005; Moller et al., 2007). Para contrarrestar estos
efectos, las plantas activan mecanismos de defensa
antioxidantes que desempefian un rol clave en su
proteccion frente al estrés oxidativo. Dichos medios de
defensa incluyen mecanismos enziméaticos como la
superoxido dismutasa (SOD), la dehidroascorbato
reductasa (DHAR), la glutatién reductasa (GR), la
ascorbato peroxidasa (APX), la catalasa (CAT) y la
guayacol peroxidasa (GPX) (Caverzan et al., 2012). En
los sistemas vegetales, las enzimas y los metabolitos
redox actGan en forma sinérgica en la eliminacién de
las ROS; por ejemplo, tanto la APX como la GPX
catalizan la conversion de H»O, en agua, y la CAT
convierte H,O; en oxigeno y agua (Bela et al., 2022).

Las plantas se adaptan al déficit hidrico
disminuyendo la pérdida de agua, reduciendo la
conductancia estomatica y manteniendo la captacion de
agua. El ajuste osmético es un mecanismo bioquimico
que ayuda a las plantas a aclimatarse a condiciones
secas y salinas. El ajuste osmotico incrementa la
concentracion de solutos a nivel celular haciendo méas
negativo el potencial osmdtico mejorando el grado de
hidratacion celular, manteniendo la turgencia y esta
asociado a funciones protectoras de estructuras
proteicas, enzimaticas y la membrana celular (Sanders
& Arndt, 2012).

Dentro de estos solutos se encuentra el aminoacido
prolina que se acumula en las plantas que experimentan
falta de riego, lo que le permite a la planta aumentar su
osmolaridad celular durante la limitacién hidrica
(Verslues & Sharma, 2010). Muchas especies de
plantas acumulan solutos compatibles como la prolina
en respuesta a condiciones adversas como la sequia y la
salinidad (Bojorquez-Quintal et al., 2014).

Campobenedetto et al. (2021) evaluaron la
aplicacion del bioestimulante foliar ERANTHIS®
fabricado de algas marinas (Ascophyllum nodosum y

Laminaria digitata) y extractos de levadura en plantas
de tomate bajo estrés hidrico leve, observaron que las
plantas tratadas con el bioestimulante presentaron
menores niveles de A&cido abscisico (ABA),
malondialdehido (MDA) y prolina que se correlaciona
con menores niveles de enzimas depuradoras de ROS
en comparacion de las plantas no tratadas.

Los bioestimulantes actlian sobre la expresion de
genes que regulan el transporte de nutrientes y la
tolerancia al estrés bidtico y abidtico (Ali et al., 2021).
El efecto bioestimulante de las algas marinas promueve
la germinacion, crecimiento y rendimiento de las
plantas, aumento de los niveles de clorofila y floracidn.
También aumenta el éxito de propagacion de plantas in
vitro estimula la resistencia de las plantas contra plagas
y enfermedades (Halper et al., 2015; Carrillo et al.,
2020). La aplicacién de extractos de algas marina en
pimiento (Pal et al., 2024), maiz (Trivedi et al., 2018),
trigo (Alharbi et al., 2022) y tomate (Krid et al., 2023),
puede mejorar la resistencia a la falta de agua y reducir
el impacto negativo en el rendimiento.

La presente investigacion tuvo como objetivo
evaluar el efecto de cuatro productos elaborados a base
de algas marinas en plantas de pimiento sometidas a
estrés hidrico y determinar su eficiencia para reducir los
dafios por estrés oxidativo.

Materiales y métodos

El estudio se realizo en el Centro de Investigacion
de Hidroponia y Nutricién Mineral de la Universidad
Nacional Agraria La Molina, Lima, Perq, (latitud 12°
05° 06” Sur, longitud 76°56°53” Oeste), a 243 msnm,
el ensayo se llevo a cabo entre el verano-otofio del afio
2020. Las plantas fueron cultivadas bajo las siguientes
condiciones climdticas: radiacion solar 171.97 watt m-
2, rango de temperatura: 25.9 °C max. y 17.1 °C min;
promedio de temperaturas: 23.7 °C diurna, 21.5 °C
nocturna; humedad relativa promedio: max. 94.0%,
min. 68.7%; evaporacion 2.7 mm; precipitacion 2.6
mm, datos proporcionados por la estacion
meteorolégica Alexander Von Humboldt de la
Universidad Nacional Agraria La Molina.

Bioensayo

Se evalud la variedad de pimiento (Capsicum
annuum L.) 2290 F1, de la empresa Erma Zaden, de
crecimiento determinado, por su resistencia a virus,
buenas caracteristicas del fruto y buen rendimiento. Las
semillas fueron sembradas en vasos de poliuretano
expandido de 6 onzas conteniendo arena de cantera
lavada y tamizada, la siembra fue realizada en febrero
del 2020. Después de la germinacidn, las plantulas
fueron regadas por tres dias con agua y luego con
solucion nutritiva; se us6 como base la solucion
hidroponica La Molina (Valderrama et al., 2020)

El transplante se dio a los 30 dias después de la
siembra, las plantas fueron colocadas en macetas
plasticas de 20 cm de diametro por 15.5 cm de alto, en
un sustrato de arena de cantera con particulas de 0.5 a
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1 mm de diametro. A los 30 dias del trasplante, las
plantas cultivadas con los tratamientos Control y Estrés
Hidrico fueron regadas con solucion nutritiva
diariamente y cada tres dias, respectivamente. En cada
riego las plantas recibieron 200 ml de solucién
nutritiva. Las plantas del tratamiento Control recibieron
durante el ensayo 63 riegos, haciendo un volumen total
de 12 600 ml/planta; las plantas del tratamiento de
Estrés Hidrico recibieron 45 riegos, haciendo un
volumen total de 9 000 ml/planta.

Las plantas fueron regadas con una solucion
nutritiva con las siguientes concentraciones (mg-11): N
170, P 40, K 250, Ca 160, Mg 40, S 98, Fe 1.5, Mn 1.0,
B 1.0, Zn 0.20, Cu 0.15y Mo 0.1. La solucion nutritiva
fue ajustada segun la fenologia del cultivo. Durante la
etapa de floracion, se incrementaron las
concentraciones de fosforo y potasio a 45 y 300 mg-I*
respectivamente. En la etapa de fructificacion, el
potasio aumento a 350 mg-lIt. Los valores de pH
variaron entre 6.0 y 6.5, y la conductividad eléctrica
entre 2.0y 2.2dS m?.

Se evaluaron cuatro productos foliares a base de
algas marinas: Fertimar (Lessonia sp.), Fertimar SC
(Lessonia sp. y Macrocystis sp.), EA 1000-13
(extraccion glicélico-alcalina de Macrocystis sp.) y
Fertikelp (extraccion glicolico-alcanina neutralizada de
Macrocystis sp.); los cuales fueron aplicados via foliar
en tres momentos o etapas de crecimiento: 1) al inicio
del estrés hidrico (30 dias después del transplante), 2) a
los 45 dias después del transplante y 3) a los 60 dias
después del transplante. Estos bioestimulantes estan
compuestos de macronutrientes, micronutrientes,
aminoacidos, hormonas, betainas, vitaminas y
carbohidratos segun la informacion proporcionada por
el fabricante PSW S.A.

Los tratamientos con bioestimulantes fueron los
siguientes:

Sin estrés hidrico: 1) Control (sin aplicaciones), 2)
Fertimar (2.5 g-1"%), 3) Fertimar SC (5 ml-I%), 4) EA
1000-13 (5 ml-IY) y Fertikelp (5 ml-I). Estas
concentraciones fueron recomendadas por la empresa
productora de los bioestimulantes.

Con estrés hidrico: 1) Control (sin aplicaciones), 2)
Fertimar (2.5 g-1'%), 3) Fertimar SC (5 ml-I'Y), 4) EA
1000-13 (5 ml-I") y Fertikelp (5 ml-I"%).

Siendo un total de 10 tratamientos con cinco
repeticiones.

Anélisis del crecimiento y rendimiento

A los seis meses (al final del experimento), se
evalud el crecimiento y rendimiento de las plantas, para
ello, se evaluaron las siguientes variables: peso seco (g)
de hojas, tallos, raices y frutos; longitud (cm) de tallo.
Los pesos secos se obtuvieron secando las muestras en
una estufa a 70 °C por 72 horas.

Contenido relativo de clorofila

El contenido relativo de clorofila, fue medido con
el equipo Minolta SPAD 502 Plus, en unidades SPAD.
Se seleccionaron hojas enteras y sanas a dos tercios del

follaje de la planta, las mediciones fueron tomadas en
las primeras horas de la mafiana.
Determinacién del contenido de prolina

El contenido de prolina se determin6 segln el
método propuesto por Bates et al. (1973). Se extrajeron
muestras de hojas (1 g) con acido sulfosalicilico (3 %
vlv), las cuales fueron filtradas con papel filtro
Whatman #1. Las soluciones extraidas (2 ml) fueron
hervidas por una hora agregando 4cido acético glacial
(2 ml) y ninhidrina (2 ml); luego se agreg6 tolueno frio
(4 ml). La concentracidn de prolina fue medida con el
espectrofotometro a 520 nm y fue calculado como
pumol g de peso seco. Se us6 como estandar L-prolina.
Actividad enzimética

Para evaluar el efecto del estrés hidrico, se
determind el contenido relativo de clorofila, actividad
de la enzima nitrato reductasa (NR) y la actividad de
enzimas antioxidantes (superéxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT) y guayacol peroxidasa (GPX)).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LA NITRATO

REDUCTASA (NR)

Para la determinacion de la actividad de la enzima
nitrato reductasa (NR, EC: 1.7.1.1) se utiliz6 el método
recomendado por Neyra & Hageman (1974). Se
obtuvieron muestras de 0.5 g de la tercera hoja superior,
las cuales fueron cortadas en finos pedazos y se
colocaron en 5 ml de solucién incubadora a pH 7.5 en
oscuridad por 60 minutos a 30 °C. A 2 ml de esta
solucion se agregd 1 ml de reactivo de nitritos
(Sulfanilamida al 1 % en HCI 1.5 M y N-(1-naftil)
etilen diamino dihidrocloruro) y 2 ml con agua
destilada. Posteriormente se leyé a 540 nm. para
obtener la curva de nitritos, para lo cual se utiliz6 una
solucién de 10 ppm N como NaNO:..

Enzimas antioxidantes

Para determinar el efecto del estrés hidrico, se
evalu6 la actividad de las enzimas superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT) vy guayacol
peroxidasa (GPX).

PREPARACION DE EXTRACTO ENZIMATICO

Se pes6 3 g de tejido foliar apical, el cual fue
pulverizado con nitrégeno liquido. El polvo resultante
se resuspendié en 10 ml de buffer de extraccion (buffer
fosfato salino 25mM, pH 7.8, 0.8 g-I! de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) y EDTA 1mM), se
centrifugdé a 12 000 g durante 20 minutos a 4 °C. El
sobrenadante se utiliz6 directamente para todos los
ensayos.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LA SUPEROXIDO

DISMUTASA (SOD)

Para la determinacion de la enzima superdxido
dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) se agregd 2.9 ml de
buffer fosfato de sodio (50 mM, pH 7.8. metionina 13
mM, nitroazul de tetrazolio 75 uM, EDTA 10 uM,
riboflavina 2 uM) a 0.1 ml de extracto enzimatico. Las
mezclas se iluminaron con luz durante 10 minutos y se
determind la absorbancia a 560 nmy 25 °C (Xing et al.,
2011).
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CATALASA

(CAT)

Para la determinacion de la actividad de la enzima
catalasa (CAT, EC 1.11.1.6), se agreg6 2 ml de buffer
fosfato de sodio (50 mM, pH 7.0), 0.5 ml de H,O; (40
mM) y 0.5 ml de extracto enzimatico. Se medira la
disminucion de la absorbancia a 240 nm y 25 °C (Xing
etal., 2011).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LA GUAYACOL

PEROXIDASA (GPX)

Para la determinacion de guayacol peroxidasa
(GPX, EC 1.11.1.7), se incubaron 0.5 ml de extracto
enzimético en 2 ml de sustrato tamponado (fosfato de
sodio 100 mM, pH 6.4 y guayacol 8 mM) durante 5
minutos a 30°C y luego se midié el aumento de
absorbancia a 460 nm cada 30 segundos durante 120
segundos después de agregar 1 ml de H,O; (24 mM).
La actividad de POD se expresa como U/g PF, donde U
= 0.01*AAbsa7onm pOr minuto.

Anélisis estadistico

Los datos se analizaron mediante un andlisis de
varianza (ANOVA) de dos vias (2 frecuencias de riego
y 4 bioestimulantes + sin aplicacién). La prueba de
normalidad y distribucién se comprobd con la prueba
Shapiro-Wilk y la comparacién de medias se hizo con
la prueba de Tukey al 0.05%. EI nimero total de plantas
fue 50. Los datos fueron analizados con el programa
estadistico SAS V. 9.2.

Resultados y discusion

Durante el experimento, se observo pérdida de
turgencia en las plantas sometidas a los tratamientos de
riego restringido, sobre todo en horas de altas
temperaturas y radiacion, a diferencia de las plantas con
riego continuo. La informacion sobre el crecimiento de
las plantas de pimiento sometidas a estrés hidrico se

presenta en la Tabla 1. El factor bioestimulante influy6
significativamente en la longitud del tallo y en los pesos
secos de hojas, tallos y frutos. Entre bioestimulantes
evaluados, Fertimar SC favorecio el incremento de
materia seca en hojas y frutos; en el caso de la longitud
y peso seco de tallo, el mas favorable fue EA-1000-13,
con respecto a los otros bioestimulantes.

A pesar de que hubo diferencias significativas en
los factores independientes, no se observd en la
interaccion de los factores. Esto sugiere que los
bioestimulantes favorecerian en la acumulacion de
biomasa bajo condiciones de estrés, observandose una
tendencia positiva con Fertimar SC para peso seco de
hojas, frutos y total; en contraste con el tratamiento sin
aplicaciones que presenté los valores mas bajos (Tabla
1).

Estos resultados coinciden con lo reportado por
Maraei et al. (2019), en el cual aplicaron extractos
foliares de algas en pimiento y resulté en un mayor
crecimiento vegetativo de las plantas; y la longitud,
diametro y rendimiento de los frutos, principalmente en
concentraciones aplicadas de 1 g-I?%, diferente a la
concentracion aplicada (2.5 g-I) en el ensayo del
bioestimulante sélido de Fertimar en condiciones no
estresantes. De manera similar, Melo et al. (2020),
reportaron que la aplicacion foliar de 0.5% de extractos
de algas marinas mejor6 el crecimiento y el
rendimiento en plantas de pimiento cultivadas en
invernadero.

En otros cultivos también se ha evidenciado efectos
similares en trigo, los efectos del estrés por sequia, en
el peso fresco y seco, disminuyd considerablemente
con la aplicacién de extracto acuoso de algas de las
especies Corallina elongate y Sargassum latifolium
(Alharbi et al., 2022).

Tabla 1. Efecto de la aplicacion de bioestimulantes a base de algas marinas sobre el crecimiento en plantas de

pimiento sometidas a estrés hidrico.

Longitud de Peso Seco Peso Seco Peso Seco Peso Seco
tallo (cm) Hojas () Tallo (g) Frutos (g) Total (g)

Efecto Principal
Frecuencia Riego * * NS NS NS
Riego continuo 53.75a 4.58a 5.08 8.80 18.04
Riego cada tres dias 48.42b 4.10b 4.62 8.11 18.57
(estrés hidrico)
D.S.M. 3.48 0.37 0.52 1.07 1.17
Bioestimulante ** ** * * NS
Sin aplicaciones 44.44h 3.58b 4.22b 6.71b 17.34
Fertimar 50.18ab 4.38b 4.93ab 8.90a 17.54
Fertimar SC 52.85a 5.23a 4.79ab 9.45a 19.13
EA 1000-13 57.61a 4.33b 5.64a 8.86a 18.57
Fertikelp 50.34ab 4.21b 4.68ab 8.37ab 18.92
D.S.M. 7.78 0.82 1.16 1.69 2.63
Interacciones
Frecuencia Riego x NS NS NS NS NS

Bioestimulante

ZPromedios con las mismas letras, dentro de las columnas, son iguales de acuerdo con la Prueba de Tukey aP < 0.05 y P < 0.01. NS: no

significativo; * significativo a P < 0.05, ** altamente sinficativo a P <0.01. D.S.M.: Diferencia significactiva minima.
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Pal et al. (2024) observaron que plantas de pimiento
tratadas con algas marinas mejoraron el contenido
relativo de agua 16% y el verdor de las hojas en 19%,
con una menor pérdida de electrolitos (15%) a una
conductividad eléctrica del agua de 12 dS m?, en
comparacion de las plantas no tratadas. Por otro lado,
Trivardi et al. (2018) reportaron que la aplicacion foliar
de extracto de alga marina del género Kappaphycus
alvarezii en plantas de maiz durante la etapa de llenado
de grano, aumento el rendimiento en un 14% y 23%, en
condiciones de estrés hidrico moderado y severo
respectivamente. Asi mismo, Krid et al. (2023)
demostraron que la aplicacion foliar de extractos de
algas marinas de la especie Jania rubens en plantas de
tomate cultivadas bajo condiciones salinas (50 mM de
NaCl), favorecio el crecimiento, resaltando el potencial
de las algas marina en la mitigacion del estrés salino.

El contenido de clorofila fue altamente significativo
entre los dos tratamientos de frecuencia de riego, hubo
una disminucidn en el contenido de clorofila en plantas
sometidas a estrés hidrico (Tabla 2). Sin embargo, no
hubo diferencias significativas en el factor
bioestimulante (aunque el mejor valor fue para
Fertimar SC) ni en la interaccion de los factores, lo que
indicaria que la aplicacion de los bioestimulantes no
tuvo mayor efecto en la concentracion de clorofila.
Cualquier condicion de estrés afecta el aparato
fotosintético, esto incluye a los pigmentos
fotosintéticos, cadena transportadora de electrones,
procesos de asimilacién de CO; y enzimas, como
consecuencia reduce la fotosintesis, el crecimiento y la
produccion de biomasar (Ashraf & Harris, 2013). Los
valores SPAD obtenidos en las plantas de pimiento
fluctuaron entre 60.08 y 62.91 (Tabla 2). Da Silva-
Costa et al. (2018) reportaron valores SPAD de 58.55
en plantas de pimiento sometidas a diferentes niveles
de nitrégeno. El estrés hidrico, y otros tipos de estrés
abidtico, disminuyen, también, el contenido de
clorofila por un efecto inhibitorio en su sintesis (Jiang
etal., 2017). En plantas de trigo también se reportd una
disminucion en el contenido de clorofila a, clorofilab y
carotenoides como respuesta al estrés hidrico a las que
fueron sometidas (Alharbi et al., 2022).

Un medidor de clorofila como el SPAD, mide el
verdor de las hojas y puede reportar el contenido
indirecto de clorofila que se puede relacionar con el
contenido de nitrégeno de la planta (Vishwakarma et
al., 2023). Plantas con una nutricion adecuada de
nitrégeno, magnesio, hierro y manganeso, tienen un
mayor contenido de clorofila (valores SPAD) y se
correlaciona con una mayor tasa fotosintética (Son et
al., 2016). Krid et al. (2023), observaron un aumento
del contenido de clorofila, azlcares solubles totales y
aminodcidos libres totales en plantas tratadas con algas
en comparacién a plantas no tratadas. En nuestros
resultados, no se observé un incremento significativo
del contenido de clorofila al aplicar diferentes
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bioestimulantes pero se observo un ligero incremento
en los valores SPAD (Tabla 2).

Por otro lado, el contenido de prolina para el efecto
principal frecuencia de riego, con valores de 1.664
umol-g* PF para riego continuo y 2.643 umol-g* PF
para estrés hidrico. El estrés hidrico provoc6é un
incremento significativo en el contenido de prolina en
las hojas (Tabla 2), coincidiendo con los resultados
observados por Gunes et al. (1996), también en
pimiento. La prolina es un aminoéacido que puede
acumularse en bajas concentraciones en condiciones
optimas (Escalante-Magafia et al., 2019), induce a la
disminucion de las especies reactivas del oxigeno
(ROS), estabiliza las estructuras subcelulares (Kishor et
al., 2005) y aumenta su concentracion bajo condiciones
de estrés (Verslues & Sharma, 2010). . También regula
el ajuste osmoético a nivel celular, protegiendo
macromoléculas intracelulares de la deshidratacion y
eliminando radicales hidroxilo (Weisany et al., 2012).
Condiciones de estrés aumenta la actividad de las
enzimas  delta-1-pirrolina-5-carboxilato  sintetasa
(P5CS) vy la delta-1-pirrolina-5-carboxilato reductasa
(P5CS), importantes para la sintesis de prolina
(Bandurska et al., 2017, Kandpal, et al., 1981). Pal et
al. (2024), observaron un mayor contenido de prolina
(79%) en plantas de pimiento tratadas con 5 g-1" de
algas marinas inoculadas con hongos micorrizicos
arbusculares sobre plantas no inculadas.

Tabla 2. Efecto de la aplicacion de bioestimulantes
a base de algas marinas en el contenido de clorofilas
(SPAD) y prolina (umol ¢! PF) en plantas de
pimiento sometidas a estrés hidrico.

Clorofilas Prolina
(SPAD) (umol-g* PF)

Efecto Principal
Frecuencia Riego ** *
Riego continuo 62.91a 1.664b
Riego cada tres dias 60.63b 2.643a
(estrés hidrico)
D.S.M. 1.614 0.739
Bioestimulante NS NS
Sin aplicaciones 60.08 2.247
Fertimar 62.49 2.138
Fertimar SC 62.88 1.982
EA 1000-13 61.39 1.570
Fertikelp 61.99 2.829
D.S.M. 3.606 1.659
Interacciones
Frecuencia Riego x NS NS

Bioestimulante
ZPromedios con las mismas letras, dentro de las columnas, son
iguales de acuerdo con la Prueba de Tukey aP < 0.05.
NS: no significativo; *: significativo a P < 0.05, ** altamente
significativo a P <0.01.
D.S.M. diferencia significativa minima.

Aunque el factor bioestimulante no resultd
estadisticamente significativo, la Figura 1 muestra una
tendencia interesante en el contenido de prolina en
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hojas. En particular el tratamiento con EA 1000-13
tuvo un mejor efecto al contrarrestar el efecto del estrés
hidrico al tener una menor concentracién de prolina lo
cual podria ser beneficioso para las plantas de pimiento
a diferencia de los bioestimulantes Fertimar SC y
Fertikelp. Esto se debe a una disminucion de la
concentracion de prolina indicaria un equilibrio en el
estatus hidrico de la planta. Resultados similares los
obtuvo Zuzunaga-Rosas et al. (2022), logrando la
disminucion del contenido de prolina bajo condiciones
de estrés salino, aplicando BALOX™ un
bioestimulante comercial, coincidiendo con una
disminucion del estrés oxidativo.

2

a
.5
a

2 L
15

1
0.5

o

EA-1000-13 Fertikelp

Praolina {umol g-1PF)

5in aplicaciones Fertimar Fertimar 5C

m Riego continuo

Figura 1. Interaccion de los factores frecuencia de
riego y bioestimulantes sobre el contenido de prolina
(umol g* PF) en plantas pimiento. Datos promedio para
cinco repeticiones (x EE). Las letras en la figura
representan las diferencias significativas a p < 0.05.

m Riego cada tres dias

Los niveles de concentracion de prolina en las
plantas de pimiento sin estrés fluctuaron entre 246 y
362 umol-g* de peso seco; mientras que, en plantas
estresadas, luego de haber sido sometidas al estrés por
14 dias, fluctuaron entre 383 y 391 umol-g* de peso
seco (Escalante-Magafia et al., 2019). Los valores de
prolina que obtuvimos en el ensayo fluctuaron entre
1.12 y 2.57 umol-g* de peso fresco en plantas no
estresadas; mientras que, en plantas estrasadas,
fluctuaron entre 1.64 y 3.38 umol-g* de peso fresco
(Figura 1). La prolina elimina las especies reactivas del
oxigeno (ROS) y ayuda a estabilizar las estructuras
subcelulares (Kishor et al., 2005).

La enzima nitrato reductasa (NR) es clave para la
asimilacidn del nitrégeno en forma de nitrato (NO3) y
éste es el principal sustrato para la sefializacién en la
forma de 6xido nitrico (NO) (Chamizo-Ampudia et al.,
2017). El NO es un compuesto que controla diversos
procesos fisioldgicos en las plantas durante el estrés,
mejora el sistema de defensa antioxidante activando
enzimas antioxidantes como la SOD, CAT y APOX
(Kour et al., 2023)

En este estudio se encontr6 que el estrés hidrico
aumentd la actividad enzimatica de las enzimas

evaluadas, siendo significativo la actividad de la
enzima SOD para el efecto principal frecuencia de
riego (Tabla 3). La actividad enzimatica de las enzimas
NR, GPX y CAT fueron altamente significativas
teniendo como efecto principal el factor
bioestimulante. Es importante destacar que las enzimas
SOD y GPX, que tienen una distribucién mas amplia a
nivel celular y apoplasto, mostrando una mayor
sensibilida al estrés hidrico que la CAT (Sofo et al.,
2015). La CAT se encuentra localizada en los
peroxisomas donde ocurre la fotorrespiracién y suele a
incrementarse ante un estrés mas severo. El aumento de
fotorrespiracion mitiga el exceso de energia en la
cadena transportadora de electrones que puede
conducir a la inhibicion de la fotosintesis. Al
incrementar la fotorrespiracion también se incrementa
la actividad de la CAT debido a la oxidacion del
glicolato en el peroxisoma, que conduce a la
produccion de H,0,. Bajo condiciones de estrés leve,
otras enzimas antioxidantes como GPX y SOD se
encargan de la eliminacion de las ROS (Hasanuzzaman
et al., 2020).

Del mismo modo, aunque el efecto del factor
bioestimulante no resulté significativo, las Figuras 2, 3
y 4 muestran las tendencias de las interacciones de los
factores en la actividad enzimética de la GPX, la CAT
y la SOD, respectivamente. En la Figura 2 se puede
apreciar que la actividad de GPX aumenta bajo
condiciones de estrés hidrico mostrando mejores
resultados con Fertikelp y EA 1000-13, lo que se
relaciona con la disminucion de la actividad de la CAT
para los mismos tratamientos (Figura 3). En la Figura 4
se muestra que la actividad de la enzima SOD también
aumenta bajo condiciones de estrés hidrico para los
tratamientos con Fertikelp y Fertimar

o018
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0.014 c
0.012
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0.008
0.006
0.004
0.002
0

EA-1000-13 Fertikelp

GPYX (U g-1 PF)

5in aplicaciones Fertimar Fertimar 5C

® Riego continus M Riego cada tresdias
Figura 2. Interaccion de los factores frecuencia de
riego y bioestimulantes sobre la actividad de la enzima
GPX (U-g' PF) en plantas de pimiento. Datos
promedio para cinco repeticiones (+ EE). Las letras en
la figura representan las diferencias significativas a p <
0.05.
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Figura 3. Interaccion de los factores frecuencia de
riego y bioestimulantes sobre la actividad de la enzima
CAT (U-g! PF) en plantas de pimiento. Datos
promedio para cinco repeticiones (+ EE). Las letras en
la figura representan las diferencias significativas a p <

0.05.
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Figura 4. Interaccion de los factores frecuencia de
riego y bioestimulantes sobre la actividad de la enzima
SOD (U-g!' PF) en plantas de pimiento. Datos
promedio para cinco repeticiones (x EE). Las letras en
la figura representan las diferencias significativas a p <
0.05.
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Segln Yildiztekin et al. (2018), la aplicacion de
extractos de algas pardas combinadas acido himico en
plantas de pimiento sometidas a estrés salino promovio
el crecimiento vegetativo y el incremento de la
actividad de las enzimas antioxidantes SOD,
peroxidasas y CAT. En plantas de tomate estresadas
tratadas con extractos de algas, mejord
significativamente las actividades de las enzimas SOD,
GPX y glutation S-transferasa (Krid et al., 2023). La
enzima GPX cumple un rol central al convertir el
perdxido de hidrdgeno en agua y oxida el ascorbato y
fenoles (incluidos los flavonoides) (Van Doorm &
Ketsa, 2014). Segun Bela et al. (2022), esta enzima
proporciona un mecanismo para la desintoxicacion de
peroxidos a nivel celular, protegiéndolas del dafio
causado por los radicales libres que se forman por la
descomposicidn del perdxido de hidrégeno. Resultados

similares fueron reportados por Lofti et al (2010)
quienes encontraron un aumento de la enzima GPX
aumento en hojas y raices de arboles de nuez sometidos
a estrés hidrico.

En nuestro estudio, la aplicacién de los cuatro
bioestimulantes evaluados provocaron una
disminucién significativa de la actividad enzimatica de
la CAT. Por otro lado, la aplicacién de Fertimar SC, EA
1000-13 y Fertikelp incrementaron significativamente
la actividad de la enzima NR y; mientras que, la
aplicacion de los bioestimulantes EA 1000-13 vy
Fertikelp incrementaron significativamente la actividad
de la enzima GPX y la actividad de la SOD se
incrementd con Fertikelp (Tabla 3). En la interaccion
bioestimulante y frecuencia de riego, se obtuvo un
efecto significativo con Fertikelp en la actividad de
GPX (0.0177 U-g* PF con estrés hidrico versus 0.0135
U-g! PF del control (sin aplicaciones) del estrés
hidrico) y SOD (1.907 U-g* PF con estrés hidrico
versus 1.299 U-g! PF del control (sin aplicaciones) sin
estrés hidrico. Fertikelp y EA 1000-13, tuvieron efecto
positivo sobre el estrés oxidativo, ambos provenientes
de Macrocystis sp pero con diferente método de
extraccion.

Esto sugiere que estos bioestimulantes ayudarian a
amortiguar el estrés oxidativo cuando las plantas de
pimiento fueron sometidas a condiciones de déficit
hidrico. El rol de algas como fuente activa de los
bioestimulantes puede ser determinante en la
modulacion del estrés abidtico. Alharbi et al. (2022),
observaron mayor actividad enzimatica en las enzimas
antioxidantes cuando las plantas de trigo fueron
sometidas a estrés hidrico, pero la aplicacion del
extracto del alga Cystoseira elongata mostré una
disminucion significativa de la actividad antioxidante.
Trivardi et al. (2018) observaron menor grado de estrés
oxidativo en plantas de maiz tratadas con algas
Kappaphycus alvarezii. Por otro lado, Heidari &
Golpayegani  (2012), observaron un aumento
significativo en las enzimas CAT y GPX en plantas de
albahaca sometidas a estrés hidrico equivalente al 40%
de la capacidad de campo.

Conclusiones

Nuestros resultados indican que las condiciones de
estrés hidrico que recibieron las plantas de pimiento
provocaron la reduccion del contenido de clorofila, un
incremento en la concentracion de prolina y el aumento
de la actividad enzimatica antioxidante, lo que
demuestra una induccidn del estrés oxidativo por falta
de riego. La aplicacion de bioestimulantes a base de
algas marinas tuvo efectos positivos sobre el
crecimiento por inducir tolerancia al estrés hidrico,
regulando el ajuste osmotico mediante la disminucion
del contenido de prolina. Los bioestimulantes probados
tienen un efecto positivo sobre la enzima NR y también,
en la actividad de las enzimas antioxidantes GPX y
SOD como primera linea de defensa reduciendo el
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estrés oxidativo. Los resultados indican que las mejores
fuentes de bioestimulantes para superar el dafio por
estrés oxidativo fueron Fertikelp y EA 1000-13.

Tabla 3. Efecto de la aplicacion de bioestimulantes a base de algas marinas en la actividad
enzimatica en plantas de pimiento sometidas a estrés hidrico.

NR GPX CAT SOD

(umol-NO2-g1-h"?) (U-gtPF) (U-gtPF) (U-gtPF)
Efecto Principal
Frecuencia Riego NS NS NS **
Riego continuo 7.134 0.0138 0.00464 1.318b
Riego cada tres dias 8.611 0.0151 0.00582 1.724a
(estrés hidrico)
D.S.M. 1.954 0.0015 0.0013 0.179
Bioestimulante ** ** il NS
Sin aplicaciones 3.025b 0.0012c 0.0088a 1.606
Fertimar 7.105b 0.0137bc 0.0056b 1.501
Fertimar SC 10.872a 0.0131bc 0.0038b 1.484
EA 1000-13 8.886a 0.0159ab 0.0033b 1.324
Fertikelp 9.476a 0.0174a 0.0047b 1.693
D.S.M. 4.366 0.0033 0.0028 0.4036
Interacciones
Frecuencia Riego x NS * NS *

Bioestimulante

2Promedios con las mismas letras, dentro de las columnas, son iguales de acuerdo con la Prueba de Tukey a P < 0.05.
NS: no significativo; *: significativo a < 0.05, **: altamente significativo a P < 0.01.

D.S.M. diferencia significativa minima.
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