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Resumen:

El rabano (Raphanus sativus) es una especie perteneciente a la familia
Brassicaceae, cuyo interés agricola reside en la obtencion de su raiz engrosada,
carnosa y pivotante, por tratarse de la parte comestible. Debido a su elevado contenido
en micronutrientes esenciales como minerales, vitaminas y antioxidantes, presenta un
valor dietético excelente por sus beneficios para la salud. Ademas, dichas propiedades
le proporcionan un alto interés comercial, por lo que es de vital importancia la mejora
del rendimiento de este cultivo.

El estrés salino afecta de manera sustancial al crecimiento y desarrollo de los
cultivos, provocando grandes pérdidas econdmicas en el sector agricola, un problema
agravado por los efectos del cambio climatico. Estudios previos han demostrado que
Raphanus sativus presenta una baja tolerancia a este tipo de estrés, observandose
cambios en su metabolismo y morfologia. Por lo tanto, el desarrollo de estrategias para
aumentar la tolerancia del rabano al estrés salino es importante para mejorar su cultivo
y rendimiento.

En este trabajo se llevara a cabo un estudio de las respuestas de plantas de
Raphanus sativus a tratamientos de estrés salino, en condiciones controladas de
invernadero, y el posible efecto protector de un bioestimulante comercial (Balox®),
aplicado simultaneamente. Este producto contiene polifenoles y glicina betaina como
ingredientes bioactivos; su mecanismo de accién parece estar mediado por la activaciéon
de vias metabdlicas de la planta que aumentan su tolerancia a sal. Las plantas se
creceran en presencia de cuatro concentraciones distintas de NaCl: 0 (control), 50, 100
y 150 mM; para cada tratamiento salino se aplicara el bioestimulante a la mitad de las
plantas, a tres dosis de 3 L/ha, utilizandose cinco réplicas por tratamiento (40 plantas
en total). Tras los tratamientos, se evaluaran parametros de crecimiento de las plantas,
para establecer el efecto del bioestimulante sobre las plantas control y estresadas.
Asimismo, se cuantificaran una serie de marcadores de estrés abidtico (niveles de
pigmentos fotosintéticos, iones, osmolitos, marcadores de estrés oxidativo y
compuestos antioxidantes), para determinar los posibles mecanismos de accion del
bioestimulante.

Palabras clave: Raphanus sativus; cambio climatico; estrés abidtico; salinidad;
bioestimulantes; biomarcadores de estrés.



Abstract:

Radish (Raphanus sativus) is a species belonging to the Brassicaceae family,
whose agricultural interest lies in obtaining its thickened, fleshy and pivoting root, as it is
the edible part. Due to its high content of essential micronutrients such as minerals,
vitamins and antioxidants, it has an excellent dietary value for its health benefits. In
addition, these properties give it a high commercial interest, so it is of vital importance to
improve the yield of this crop.

Salt stress substantially affects crop growth and development, causing great
economic losses in the agricultural sector, a problem aggravated by the effects of climate
change. Previous studies have shown that Raphanus sativus has a low tolerance to this
type of stress, with changes in its metabolism and morphology. Therefore, the
development of strategies to increase radish tolerance to salt stress is important to
improve its cultivation and yield.

In this work, a study of the responses of Raphanus sativus plants to salt stress
treatments, under controlled greenhouse conditions, and the possible protective effect
of a commercial biostimulant (Balox®), applied simultaneously, will be carried out. This
product contains polyphenols and glycine betaine as bioactive ingredients; its
mechanism of action seems to be mediated by the activation of plant metabolic pathways
that increase its salt tolerance. Plants will be grown in the presence of four different
concentrations of NaCl: 0 (control), 50, 100 and 150 mM; for each salt treatment, the
biostimulant will be applied to half of the plants, at three doses of 3 L/ha, using five
replicates per treatment (40 plants in total). After the treatments, plant growth parameters
will be evaluated to establish the effect of the biostimulant on control and stressed plants.
A series of abiotic stress markers (levels of photosynthetic pigments, ions, osmolytes,
oxidative stress markers and antioxidant compounds) will also be quantified to determine
the possible mechanisms of action of the biostimulant.

Key words: Raphanus sativus; climate change; abiotic stress; salinity; biostimulants;
stress biomarkers.
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1. INTRODUCCION

1.1 Estrés salino

El estrés abidtico ocurre cuando se dan condiciones medioambientales que
tienen un efecto negativo en el crecimiento y desarrollo del organismo. Entre estas
condiciones climaticas encontramos las relacionadas con la presencia de agua (sequia
o inundaciones), la temperatura (tanto por frio como por calor), la salinidad elevada,
deficiencia de nutrientes o la toxicidad causada por metales pesados (He et al., 2018).
Las plantas estan expuestas a alguno o varios de estos estreses en algun momento de
su desarrollo. Asi, las plantas son capaces de activar diferentes mecanismos de
resistencia para hacer frente a estas condiciones medioambientales y aumentar su
supervivencia (Hanin et al., 2016; Isayenkov & Maathuis, 2019; Wania et al., 2016). En
las especies cultivadas el estrés abiotico es uno de los mayores retos a los que se
enfrenta la agricultura, ya que afecta al rendimiento de los cultivos, ocasionando
importantes pérdidas econémicas (Almeida et al., 2017; Godoy, 2021; Hanin et al., 2016
Panta et al., 2014).

El estrés abiotico mas comun y con efectos mas drasticos en los cultivos es el
causado por la salinidad del suelo. Lo mas comun es que el aumento de salinidad se
produzca por concentraciones altas de NaCl, sin embargo, también se pueden presentar
otro tipo de sales como Na*, Ca?* o Mg ?* (Jenks, 2005). La salinidad se puede producir
de manera natural, en zonas geograficas o ecosistemas particulares, como las dunas,
marjales o saladares, que por su proximidad al mar se encuentran salinizadas;
fendmeno que se conoce como salinizacion primaria (Lamz & Gonzélez, 2013). En estas
areas sOlo crecen plantas tolerantes o adaptadas a la sal. La segunda causa es la
salinizacion provocada por la actividad antrépica debida, principalmente, a la incorrecta
irrigacién de los cultivos, donde se produce una acumulacién de los iones procedentes
del agua de riego causando un aumento en la concentracion de sales en el suelo, lo que
se conoce como salinizacion secundaria (Lamz & Gonzalez, 2013).

Segun la Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 2021),
la cantidad de suelos afectados por el estrés salino a nivel mundial asciende a mas de
423 millones de hectareas de la capa superficial del suelo (0-30 cm) y a mas 832
millones de hectareas de subsuelo (30-100 cm). Un suelo se considera salinizado si
cuenta con una conductividad eléctrica (ECe) > 2 ds/m y/o una cantidad de porcentaje
de sodio intercambiable (ESP) > 15% y/o pH > 8,2, ya que a partir de esos valores el
rendimiento de ciertos cultivos se ve disminuido (FAO, 2006). Los datos descritos por la
FAO (2021) indican que alrededor del 5% de la capa superficial del suelo y del 9% del
subsuelo estudiados estan afectados por el estrés salino. Sin embargo, estos datos soélo
representan una estimacion de la cantidad de suelos salinizados de todo el mundo, por
lo que los valores podrian ser superiores. La publicacion mas reciente de la FAO (2021)
soOlo cuenta con datos extraidos del 73% del suelo a nivel global. Ademas, mapear la
cantidad de suelos salinizados resulta complicado puesto que el estrés salino es
altamente dinamico. Las mediciones se pueden ver sesgadas por factores como el riego
y el régimen de lluvias o sequias extremas; por eso se cree que la cantidad de suelos
afectados por el estrés salino es aun mayor y esta en continuo crecimiento (lyushkin et
al.,, 2019). Las zonas cultivables son cada vez menores y para hacer frente a una
poblacion cada vez mayor es crucial ser capaces de incrementar el rendimiento de
cultivos bajo estas condiciones. Diferentes investigaciones reportadas en la literatura
nos muestran como la busqueda y mejora de variedades que puedan tolerar dicho estrés



se ha convertido en un objetivo primordial (Amombo et al., 2022; Mbinda & Mukami
2021; Ondrasek et al., 2022).

El nivel de tolerancia de las plantas a la salinidad es muy variable, por lo que
podemos distinguir entre especies haldfitas y glicofitas. Las haldfitas son aquellas
plantas capaces de tolerar ambientes salinos, con concentraciones de sal alrededor de
100 mM. El resto de las plantas s6lo son capaces de crecer en ambientes con
concentraciones de hasta 40 mM (conductancia equivalente a 4 dS m™), también
denominadas glicdfitas (Flowers, 1977; Gul et al., 2022). Ademas, cada especie posee
unos niveles de tolerancia caracteristicos, aunque la mayoria de las plantas cultivadas
son sensibles a este estrés y prefieren crecer en ambientes con < 40mM de [NaCl]
(Hasegawa et al., 2000; Munns & Tester, 2008; Rasool et al., 2003). Ambos grupos de
plantas poseen mecanismos de defensa contra el estrés salino, aunque los de las
haléfitas estan mejor desarrollados y actuan con mayor eficiencia (Assaha et al., 2017;
Horie et al., 2012; Zheng et al., 2009).

Los procesos fisiologicos de las plantas estan regulados por un gran niumero de
factores genéticos, hormonales, metabdlicos y ambientales; a lo largo de todo su
desarrollo (Tekli¢ et al., 2020). Dichos eventos son desencadenados por diferentes
fitohormonas o elicitores tanto externos como internos, que actiuan modificando el
metabolismo de la planta (Sadiq et al., 2020). El estrés salino, tiene una implicacién
directa en todos los procesos internos de la planta y altera la composicion quimica del
organismo, modificando su metabolismo primario y secundario. Tras la exposicion a
estrés salino la respuesta mas inmediata ante la exposicién excesiva de NaCl es un
estrés osmotico que conlleva un proceso de deshidratacién de la planta por una menor
capacidad de adquisicion de nutrientes y agua (Amombo et al., 2022; Horie et al., 2012).
El estrés osmdético induce el cierre de los estomas de la planta, impidiendo una correcta
transpiracion y por tanto una inhibicion de la fotosintesis y del crecimiento (Amombo et
al., 2022; Yeo & Flowers, 1980; 1986; Munns & Tester, 2008). Después se produce un
desajuste idnico en la planta, debido principalmente a una acumulacion excesiva del ion
Na* y a una caida en los niveles de K*, provocando una toxicidad por Na* (Almeida et
al., 2017; Flowers & Colmer 2008; Isayenkov & Maathuis, 2019; Wakeel 2013). En
cuanto a las implicaciones negativas de la presencia excesiva de Na* en el citosol de
las células de la planta, se produce la muerte de los 6rganos foliares, asi como la
inactivacion de proteinas y enzimas, lo cual influye en la realizacion de procesos
fisiolégicos como la fotosintesis (Flowers & Colmer, 2008).

Una de las respuestas mas generales y ampliamente estudiadas es la elevada
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales se producen como
respuesta secundaria al estrés salino (Bhattacharjee; 2019; Gill & Tuteja, 2010;
Hasanuzzaman et al.,, 2020). Dentro de la planta los mayores compartimentos
generadores de ROS son los cloroplastos, peroxisomas y las mitocondrias. Debido al
estrés salino se reduce la conductividad estomatica lo que conlleva a una alcalinizacion
del apoplasto, una acumulaciéon de acido abcisico (ABA) y una redistribucion iénica
(Wani et al., 2016); todo esto desencadena una caida en los niveles de CO2 que limitan
el ciclo de Calvin. En consecuencia, la generacion de NADPH™ se reduce, por lo que el
flujo de electrones que entra a la cadena de transporte de electrones aumenta
drasticamente. En los fotosistemas | y I, los electrones sobrantes se juntan con el Oo,
generando asi ROS, lo que se conoce como reaccion de Mehler. Por otro lado, la
reduccion en los niveles de CO, también favorece la fotorespiracion, la B-oxidacion de
acidos grasos y la oxidaciéon enzimatica de glicolato; provocando un exceso de
produccion de H2O: en los peroxisomas. Por ultimo, en la mitocondria, la exposicion a
condiciones climaticas adversas también contribuye a la produccion de ROS en la
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cadena de ftransporte de electrones (Hasanuzzaman et al.,, 2020). La elevada
produccion de ROS provoca un aumento en los procesos oxidativos de proteinas y
lipidos, lo que altera la permeabilidad de la membrana y causa dafios en el ADN y el
ARN, lo que afecta al crecimiento y desarrollo de la planta e incluso ponen en riesgo su
supervivencia; sin embargo, la planta detecta este aumento en los niveles de ROS y
pone en marcha mecanismos de defensa (Amombo et al., 2022; Nadarajah, 2020).

1.2 Los bioestimulantes como solucion al estrés salino

A dia de hoy, numerosos investigadores estudian posibles soluciones para
mejorar la tolerancia al estrés abiodtico en plantas. Las estrategias basadas en la
ingenieria genética son una robusta opcion, pero para poder implementar estos avances
se requiere una revision de la legislatura europea vigente, que es muy estricta con el
uso de organismos modificados genéticamente (GMOs). Principalmente, estas técnicas
modifican la expresion de determinados genes implicados en procesos de regulacion y
sefalizacién, ademas, también pueden actuar en el nivel de expresién de genes
relacionados con la produccion de proteinas, enzimas y metabolitos relacionados con
las respuestas de tolerancia (Haque et al., 2021; Hanin et al., 2016).

Otro campo de actuacion, sin necesidad de alteracion genética, es el tratamiento
externo con agentes quimicos (“priming”) que estén directamente implicados en las
cascadas de defensa y procesos internos ya existentes en el organismo que tienen lugar
durante la exposicion a condiciones adversas (Nguyen et al., 2018). En relacién con
este ultimo punto, a lo largo de estos afios el uso de fertilizantes ha sido ampliamente
utilizado en el sector agricola, sin embargo, el uso excesivo de pesticidas ha dado lugar
a efectos nocivos tanto en seres vivos como en ecosistemas (Kaur & Garg, 2014).
Esencialmente, esto se debe a que solo un porcentaje infimo de estos productos actuan
de manera especifica, la mayoria repercute negativamente en el resto de los
organismos del entorno y da lugar a una bioacumulacion de estos agentes quimicos en
suelos, agua, aire y seres vivos (Carriger et al., 2006). Ademas, se ha relacionado el
uso de estos agentes quimicos con la aparicion de diversas enfermedades agudas y
cronicas en humanos (Dawson et al., 2010).

El uso de bioestimulantes en los ultimos afios ha adquirido enorme relevancia,
ya que se trata de una alternativa natural y sostenible frente a los métodos quimicos
tradicionales. El consejo europeo de la industria de bioestimulantes (European
Biostimulant Industry Council; EBIC), establece la siguiente definicion de los productos
bioestimulantes, atendiendo a su funcionalidad, para explicar asi la relevancia de estos
productos en el mercado agricola. Un producto bioestimulante es un material que
contiene una o mas substancias y/o microorganismos cuya funcion es estimular ciertos
procesos naturales en el organismo o en el suelo (Ricci et al., 2019). Generalmente, se
trata de productos con varios componentes puesto que se aprovecha de las sinergias
producidas entre diferentes substancias para maximizar su efecto (Rouphael & Colla,
2018). En cuanto a los beneficios tenemos en primer lugar una mayor eficiencia en el
uso de nutrientes, ya que favorece la absorcién de ciertos nutrientes que no serian
accesibles para las plantas. Ademas, también aumenta la tolerancia a diferentes
estreses abidticos; en algunos casos, solo con la aplicacion del producto se logra la
supervivencia de la planta. Asimismo, los bioestimulantes que contribuyen al desarrollo
radicular también tienen una influencia positiva en la eficiencia del uso del agua
(Baltazar et al., 2021). Como resultado de sus ventajas obtenemos cultivos de mejor
calidad debido a una mejor adquisicion de nutrientes y un uso menor de recursos en
hacer frente a condiciones adversas, contribuyendo asi a un mayor rendimiento y

3



calidad del cultivo. Se estima que con el uso de bioestimulantes se produce un aumento
del rendimiento aproximado del 5-10 %, lo que influye directamente en la rentabilidad
del agricultor (EBIC). Segun los datos reportados por MARKET DATA FORECAST, en
2021 el mercado europeo de bioestimulantes oscilaba en 905,7 millones y se estima un
crecimiento del 10,71 % en la tasa de crecimiento anual compuesta (CAGR) hasta
alcanzar mas de 1.500 millones en 2026. A la vista de las encuestas proporcionadas
por la EBIC, las empresas europeas relacionadas con este sector dedican un gran
numero de recursos a la investigacion y desarrollo de productos bioestimulantes, un
desembolso mayor en comparacién con otros campos, colocando la innovacién en
productos bioestimulantes como algo prioritario.

Los productos bioestimulantes vegetales son muy variados y habria que analizar
cada uno de manera individual para determinar sus beneficios concretos. Atendiendo a
su composicion los bioestimulantes se pueden clasificar en diferentes categorias: (i)
substancias humicas, que aparecen como resultado de la descomposicion de plantas,
animales y microorganismos; o de la actividad metabdlica de diferentes micoorganismos
del suelo. (ii) Aminoacidos y péptidos que se obtienen de la hidrdlisis de enzimatica de
diferentes subproductos procedentes de la actividad agricola y animal. (iii) Extractos de
algas y productos botanicos, en este grupo podemos destacar el uso de substancias
como laminarina, alginatos o carragenatos, ademas de diferentes micro y
macronutrientes beneficiosos para la planta como esteroles, betainas u hormonas. (iv)
Polisacaridos, siendo el mas importante el quitosano por sus implicaciones fisiologicas
en el soporte y activacion de genes implicados en la defensa. (v) Elementos quimicos
inorganicos que promueven el crecimiento en especies especificas. (vi) Hongos y
bacterias beneficiosos, debido a su capacidad de interaccién con la planta (Du Jardin,
2015).

La literatura de los ultimos afios nos muestra como el uso de bioestimulantes ha
dado buenos resultados en diferentes estudios. Mas en concreto, si atendemos al uso
de bioestimulantes como ayuda para combatir el estrés salino encontramos diversos
ejemplos donde se obtienen resultados favorables en diferentes especies y con
diferentes ingredientes bioactivos, como producto bioestimulante: en hortalizas, por
ejemplo, en espinaca (El-Yazal, 2019), pimiento (Abdelaal et al., 2019; Desoky et al.,
2018), tomate (Alfosea-Simoén et al., 2020) o fresa (Zahedi et al., 2020); en cereales
como arroz (Krishnamurthy, 1991; Roy et al., 1993; 2005) , colza (Nasibi et al., 2014; Lei
et al., 2015) o trigo (Janda et al., 2018). En lineas generales los diferentes estudios
demuestran como la aplicacion del bioestimulante es capaz de mitigar los efectos
negativos causados por la exposicion a estrés salino, aumentando la tolerancia a la
salinidad y mejorando la calidad del alimento. Las plantas tratadas aumentaban su
rendimiento debido a la activacion metabdlica relacionada con la sintesis de compuestos
osmoprotectores, permitiendo asi la eliminacion de componentes contaminantes y el
ajuste ionico. Debido los numerosos estudios con buenos resultados y a la necesidad
de combatir el estrés salino de manera natural y efectiva, numerosas empresas ya han
apostado por el uso de estos ingredientes naturales para hacer frente al estrés por
salinidad, y los han incluido en sus formulaciones. Este es el caso de productos como
Algabon ® y Bonamid ®, el primero basado en acido alginico y el segundo formulado
mayoritariamente por diferentes aminoacidos (Hosseini et al., 2022). Otro ejemplo es el
producto conocido como Retrosal ®, que como ingredientes bioactivos contiene 6xido
de calcio y zinc, el cual aumenta la tolerancia a la salinidad (Bulgari et al., 2019). Otros
productos se centran en el uso de algas como ingrediente activo principal como es el
caso de Super fifty ® y Rygex ®, los cuales son capaces de aumentar metabolitos
osmoprotectores en plantas estresadas (Di Stasio et al., 2018).



1.3 Raphanus sativus

El rabano (Raphanus sativus), es una hortaliza que se consume y se cultiva en
todo el mundo, se trata de una planta dicotiliedonea perteneciente a la familia
Brassicaceae (cruciferae). En cuanto al cariotipo del rabano se trata de un genoma RR
con 18 cromosomas somaticos (2n = 2x = 18) que comprende seis tipos de cromosomas
tres tetrasémicos (BB, DD y FF) y tres disomicos (A, C y E). Sus tamafios son
relativamente pequefios comprendiendo valores de entre 0,9 y 2,5 ym de longitud
(Richharia, 1937) y el tamafio de su genoma se establecié en 526 Mbp (Arumuganathan
& Earle, 1991). El término “Radish”, deriva de la palabra en latin Radix, que significa
raiz, este nombre hace referencia a su raiz pivotante y carnosa, por tratarse de la parte
comestible y de importancia comercial. Por otro lado, el género Raphanus proviene del
griego y hace referencia a la rapida germinacion y crecimiento que posee la planta.
(Singh, 2021).

En relacion con su origen, existen documentos que situan el primer registro de
consumo de Raphaus sativus en el 2.700 a.C en el antiguo Egipto. Por otro lado, en
Corea y China se cree que se empez6 a consumir sobre el 400 a.C y a partir del 700
d.C en Japon. Sin embargo, no fue hasta finales del siglo XVI que se extendid su
consumo por Europa con la variedad Raphanus sativus var. Radicula (Crisp, 1995;
George & Evans, 1981). En cuanto a su proceso de domesticacion, primero, se creyo
que habia evolucionado unicamente de la variedad silvestre Raphanus raphanistrum,
distribuida por las costas del mediterraneo y mar caspio (Kaneko et al., 2007). Sin
embargo, debido a su elevada diversidad en cuanto a morfologia y condiciones de
crecimiento, afios después, se establecio su origen en cuatro variedades diferentes: R.
raphanistrum; R. maritimus; R. Landray R. rostatus. A partir del analisis con marcadores
moleculares y de repeticiones de secuencia unica de cloroplasto (cpSSR) se
determinaron tres eventos de domesticacion independientes para el rabano cultivado
europeo, el rabano negro espafiol y el rabano cultivado asiatico (Yamane et al., 2009).

La raiz del rabano se trata de la parte de interés comercial, dado que es la parte
que se consume principalmente en esta hortaliza. Su morfologia pivotante
caracteristica, distingue al rabano de otros tubérculos similares. La raiz primaria se
compone de dos secciones diferenciales, por un lado, encontramos el hipocétilo
engrosado que conforma la parte comestible y suculenta de la planta y de ella nace la
segunda seccion radicular la cual se compone de raices “verdaderas”, la cual es capaz
de desarrollar raices laterales (Zaki et al., 2012). Por otro lado, las hojas estan
organizadas en forma de espiral y aunque es menos comun, el consumo de hojas y
brotes ha ido en aumento en los ultimos afnos usandose en la dieta como el resto de las
verduras de hoja verde. Este crecimiento es debido la alta presencia de los metabolitos
secundarios beneficiosos en esta parte de la planta también (Beevi et al., 2010;
Goyeneche et al., 2015). La raiz del rabano se puede presentar en diferentes colores y
formas segun el tipo de variedad, la variedad redonda es mas consumida en paises
occidentales, mientras que en Asia lo es la variedad Daikon, de raiz blanca y alargada.
Su interés econdmico y comercial reside principalmente en su aporte nutritivo en la dieta,
ademas, posee fitoquimicos con numerosos beneficios en la salud (Manivannan et al.,
2019).

En cuanto a los componentes de mayor concentracion; los carbohidratos, fibra,
glucosinolatos, acidos carboxilicos, flavonoides y minerales son aquellos que se
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encuentran en una mayor cantidad (Gamba et al., 2021). Goyeneche et al. (2015)
demuestra que el contenido en fibra, proteinas y ciertos macronutrientes del rabano es
significativamente superior en hojas y brotes que, en la raiz tuberosa, lo que dota a estas
partes de la planta de beneficios nutricionales superiores, en ciertos aspectos. Dentro
del grupo de compuestos fendlicos, los flavonoides son los componentes mas
abundantes, en cuanto a este grupo de compuestos, las antocianinas son aquellas que
se encuentran presentes en una mayor concentracion, destacando las cianidinas,
pelargonidinas y delfinidinas (Gamba et al., 2021; Giusti & Wrolstad, 1996; Hanlon &
Barnes, 2011). En relacion con los terpenos y derivados, los - carotenos destacan en
comparacion con el resto de los quimicos (Xiao, 2012). De lipidos y acidos grasos se
encuentran en mayor concentracion el acido linoleico, oleico y palmitico (Selyutina,
2016). Los glucosinolatos son de los componentes mas relevantes del rabano, puesto
que son caracteristicos de este cultivar en la familia de las cruciferas, ademas estos se
tratan de los precursores de los isotiocianatos los cuales también poseen importantes
beneficios en la dieta. (Hanlon & Barnes, 2011; Matera, 2012). Por ultimo, respecto a
minerales y vitaminas se han encontrado elevados contenidos en los estudios realizados
con rabano siendo el ion calcio, L-acido ascorbico (Vitamina C) y el a-tocoferol los
componentes de mayor concentracion en esta area (Gamba et al., 2021). De los
componentes citados aquellos mas relevantes, en cuanto a beneficios clinicos son los
glucosinolatos, isotiocianatos y polifenoles.

El rabano es una crucifera que destaca por sus elevados contenidos en
compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes por su alto contenido en
polifenoles (Beevi et al., 2010). Las antocianinas, mas en concreto la pelargonidina, son
de los componentes con mayor potencial antioxidante y que se encuentra presente en
grandes cantidades en el rabano rojo (Wang et al., 2010). Dichos metabolitos
secundarios actuan como protectores quimicos al ser capaces de activar enzimas
antioxidantes, participar en el proceso de donacién de hidrogeno, en la quelacién de
metales y en la union a proteinas. Las propiedades antioxidantes repercuten
directamente en una mejora de la salud ya que la produccion de radicales libres de
oxigeno (ROS) y las especies reactivas de nitrégeno (RNS) se ha visto que repercuten
directamente en la aparicion de enfermedades como la diabetes, disfunciones
hepaticas, cancer, enfisema pulmonar y disfunciones cerebrales (Banihani, 2017; Grassi
et al., 2010; Manivannan et al., 2019). Los isotiocianatos y glucosinolatos también tienen
importantes implicaciones clinicas debido a sus propiedades anticancerigenas y
quimioprotectoras, principalmente. Los efectos hepatoprotectores son de los mas
destacados en cuanto a los beneficios del consumo de rabano, ademas este
histéricamente ha sido ampliamente usado en la medicina tradicional con la finalidad de
disminuir dolores hepaticos y digestivos (Ahn et al., 2018; Kim et al., 2017). Tanto los
glucosinolatos como los isotiocianatos estan estrechamente implicados en diferentes
mecanismos del desarrollo del cancer como la regulacion enzimatica, apoptosis y
proliferacion, lo cual convierte al rabano en una hortaliza con importantes beneficios en
la quimioprevencién. Por esta razon las propiedades anticancerigenas del rabano estan
siendo estudiadas en detalle en diferentes tipos de canceres (Beevi et al., 2010;
Manivannan et al., 2019; Nakamura et al., 2001; Kim et al., 2017; Wu et al., 2020). El
rabano también posee importantes propiedades antidiabéticas debido a la presencia de
polifenoles parecidos a la insulina o inhibidores de glucosa, estas propiedades
antidiabéticas pueden estar relacionadas con la regulacién de hormonas implicadas en
el ciclo de la glucosa, con la prevencion del estrés oxidativo producido por la diabetes o
en su implicacion en la homeostasis durante la absorcion de glucosa (Banihani, 2017;
Kim et al., 2017).



1.4 Tolerancia a la salinidad de Raphanus sativus

En la bibliografia se encuentran documentos que clasifican a R. sativus como un
cultivo sensible a ambientes salinos (Malcolm 1962; Scialabba y Melati, 1990; Shannon
& Grieve, 1999). Malcolm (1962) recoge los datos extraidos por la USDA en un estudio
realizado en 1954 sobre los suelos salinos (McGeorge,1954) en él se posiciona al
rabano como cultivo de baja tolerancia, lo que significa que no deberia crecer en suelos
contaminados por la sal y preferiblemente ser regado con agua pura. Scialabba y Melati
(1990) estudiaron el efecto del estrés salino en la diferenciacion celular de plantulas de
R. sativus, en concreto en las células del xilema. Obtuvieron que a medida que las
concentraciones de NaCl en el medio aumentaban el crecimiento y la diferenciacién
celular se veia disminuido. Este suceso podia deberse a una falta de coordinacion de la
diferenciacion celular respecto a la expansion celular. EI NaCl, tiene funciones
reguladoras en la membrana y se encarga de inducir cambios estructurales en esta, es
por eso por lo que la exposicion a la salinidad tiene una implicacion directa en el
metabolismo de la planta induciendo cambios morfolégicos que afectan a su ratio de
germinacion. Sin embargo, en contraposicién a estos articulos, otros autores califican al
rabano de un cultivo con cierta resistencia al estrés salino. Shimose & Hayashi (1983),
determinaron en sus estudios con rabano japonés que este poseia una fuerte tolerancia
a la salinidad. Otros autores que concuerdan con dichas afirmaciones son Marcelis &
Van Hooijdonk (1998), que determinaron que R. sativus fue capaz de crecer en
condiciones de 4 dS m™, lo que lo sitia como un cultivo bastante tolerante a las
condiciones ambientales estudiadas. Sonneveld & van den Bos (1995), reportan que
un ligero estrés conferia al bulbo mejores propiedades organolépticas, ya que poseia
un mayor tamafo y esponjosidad, lo cual tenia una implicacion directa en la calidad de
este.

Dichas discrepancias entre estudios pueden deberse a que existen factores
externos e internos, que pueden afectar a su sensibilidad al estrés. Por ejemplo, Waisel
& Breckle (1987) demostraron que el estrés salino no afecta de la misma manera a las
diferentes secciones de la raiz del rabano, existiendo diferencias entre la raiz pivotante
y las raices laterales. También en este estudio se demostré que el estrés no afectaba
de la misma manera a las diferentes etapas de desarrollo de la planta, se determiné que
el proceso que sufria menos consecuencias durante los tratamientos salinos era la
iniciacion del crecimiento de la raiz pivotante. Sugimoto (2009), comparo el efecto de la
sal en variedades silvestres y cultivadas. Como resultado obtuvo que las variedades de
rabano cultivadas poseian una mayor resistencia en comparacién con los genotipos de
variedades silvestres, en el proceso de germinacion. Otras publicaciones estudian como
afectan diversos factores climaticos a la tolerancia del rabano, puesto que el estrés
salino se encuentra en la naturaleza combinado con otro tipo de factores ambientales.
Por ejemplo, Hoffman y Rawlins (1971) estudiaron como afectaba la humedad relativa
al rendimiento de cultivos bajo condiciones de estrés salino. En sus ensayos obtuvieron
como resultado que la tolerancia a la salinidad en el rdbano aumentaba a medida que
lo hacia la humedad relativa. Por otro lado, Sonneveld & van den Bos (1995), estudiaron
el crecimiento del rabano con tratamientos salinos en distintas épocas del afo.
Concluyeron que el rendimiento en invierno era mayor en concentraciones salinas
ligeramente mas elevadas, en comparacién con las plantas crecidas en condiciones
mas calidas. Estas reacciones diferenciales, podian explicarse por las diferentes
condiciones de luz y humedad, las cuales repercuten directamente en la absorcion de
agua y nutrientes. Esto significa que el estrés salino de una especie determinada se
encuentra altamente influenciado por factores genotipicos y ambientales.



1.5 El experimento

El presente trabajo se centra en evaluar la respuesta de R. sativus a distintas
concentraciones de sal tras la aplicacion de un bioestimulante comercial inductor de la
tolerancia a estrés salino denominado Balox ®.

Balox ® actua a nivel radicular influyendo en el metabolismo de la planta. Balox
® contiene como ingredientes bioactivos polifenoles (1.4 % p/p) y glicina betaina (3.0 %
p/p), estos componentes contribuyen a la biosintesis de ciclitoles especificos, los cuales
ayudan a la regulacion del potencial osmotico de las células radiculares, contribuyendo
a aumentar la tolerancia a la salinidad (INNOVAKGLOBAL, 2022). El uso de polifenoles
y glicina betaina, como ingredientes activos en este tipo de productos ha sido reportado
en numerosos estudios. En el estudio llevado a cabo por Sofy et al. (2020) se demuestra
como la aplicacion de Glicina betaina (GB) en las plantas de judia comun mejoraron los
sistemas antioxidantes de defensa de la planta aumentando asi su tolerancia al NaCl.
En sus estudios con plantas de lechuga Shams et al. (2016) indicaron como la aplicacién
de GB exdgena compensaba los efectos negativos causados por concentraciones de
salinidad moderadas, debido a un aumento de compuestos bioactivos beneficiosos.
Ademas, Hossain et al. (2011) demostraron como los sistemas antioxidantes de defensa
frente al estrés oxidativo se veian reforzados cuando la plantula de frijol era pretratada
con una combinacion de prolina (Pro) y GB. También, Gadallah (1999) observé como la
aplicacién combinada de GB y de Pro en plantas de judia contrarrestaba los efectos
causados por el estrés salino mejorando la captacion idnica y los parametros de
crecimiento. En cuanto a polifenoles, Cerccarini et al. (2019) aplicaron un extracto
basado en estos compuestos procedente de la espelta, en maiz. Sus resultados
determinaron que este tratamiento era capaz de modificar ciertos procesos fisioldgicos
para reducir los efectos nocivos del estrés salino.

2. OBJETIVOS

Disminuir los efectos provocados en las plantas de consumo alimentario por la
salinidad resulta un objetivo de maxima prioridad en la actualidad. Los datos reportados
por la FAO (FAO, 2021) determinan una creciente salinidad de los suelos; en cuanto a
las tierras agricolas el porcentaje es también elevado provocado principalmente por una
mala praxis en el riego de los cultivos, lo que conlleva a una imposibilidad de crecimiento
de la mayoria de los cultivos. Estos datos alarmantes en cuanto a la pérdida de tierras
de cultivo ponen en riesgo el suministro de alimentos para una poblacién que va en
aumento con los afos, segun las Naciones Unidas (2019) se prevé que para 2050 esta
ascienda a 9,7 billones. Ademas, esta situacion se ve agravada por los crecientes
efectos del cambio climatico, como sequias extremas, altas temperaturas o la subida
del nivel del mar (Ondrasek, 2022). Es por eso por lo que la busqueda de cultivos que
sean capaces de crecer en estas condiciones sin ver perjudicadas sus caracteristicas
morfoldgicas y nutricionales se ha convertido en algo necesario y de gran interés por
parte de investigadores y empresas.

Son numerosos los estudios que se centran en buscar y desarrollar cultivos
resistentes al estrés abiotico; bien mediante el uso de transgénesis o bien mediante la
aplicacion externa de productos con ingredientes bioactivos inductores de la tolerancia
a estrés (Nguyen et al., 2018). Los productos bioestimulantes se han hecho un hueco
en el mercado por ser productos de origen natural y sostenibles, ademas cuentan con
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numerosos estudios realizados con resultados satisfactorios (Garcia et al., 2020; Tekli¢
et al.,, 2021). Por esta razon este trabajo va enfocado a dilucidar como afecta un
bioestimulante comercial al rendimiento y a los procesos fisiolégicos de plantas
estresadas con diferentes concentraciones de NaCl. Observar cémo afecta el estrés
salino a cada una de las especies permite determinar mecanismos de defensa comunes
entre ellas, en concreto el estudio del perfil bioquimico revela mucha informacion acerca
de las rutas metabodlicas que se activan en las respuestas a estrés salino. Dicha
informacién resulta de gran utilidad para el desarrollo de productos agricolas que
posean la capacidad de inducir repuestas de tolerancia. Ademas, el conocimiento de las
rutas implicadas es el primer paso en la busqueda de genes clave en la resistencia a
estrés. En este caso concreto se pretende estudiar los cambios de Raphanus sativus
ante la presencia del producto Balox ®, un bioestimulante inductor de la tolerancia a
estrés salino, para testear la eficacia del producto en este cultivar en concreto. El rabano
es la especie elegida puesto que se trata de una especie con un gran interés nutricional
debido a su elevado contenido en compuestos beneficiosos para la dieta (Gamba et al.,
2021). Ademas, esta planta posee numerosos beneficios clinicos principalmente
relacionados con la proteccidon de sistema digestivo y con sus propiedades
anticancerigenas (Manivannan et al., 2019).

Para ello se lleva a cabo un estudio de los parametros de crecimiento y
bioquimicos en plantas con diferentes niveles de estrés por NaCl y con la aplicacion de
tratamiento, para compararlos con sus respectivos controles. Estos analisis se realizan
con los siguientes objetivos: (i) observar como afecta el estrés salino al crecimiento de
Raphanus sativus, (ii) observar como afecta el estrés salino a sus rutas metabdlicas, (iii)
determinar la correlacion que existe entre el rendimiento y las rutas metabdlicas
activadas, (iv) estimar el nivel de tolerancia de Raphanus sativus al estrés salino, (v)
observar el efecto del tratamiento en los parametros de crecimiento, (vi) observar el
efecto del tratamiento en la bioquimica del organismo y (vii) determinar la eficacia del
bioestimulante aplicado en Raphanus sativus, en las condiciones estudiadas.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material vegetal

Para la realizacién del estudio se planté 40 macetas con rabanito redondo rojo
(Raphanus sativus) de la variedad de ciclo corto en el invernadero, cinco macetas por
bandeja (Figura 1a y b). Primero, se dejé crecer la plantula en semillero hasta ser lo
suficientemente grande para su trasplante a maceta. Las plantas se regaron dos veces
por semana (750 ml/bandeja).

Los primeros 17 dias se utilizé solo agua del grifo para el riego y a partir de esa
fecha se regd con diferentes concentraciones de NaCl (0, 50, 100 y 150 mM). Ademas,
se realizaron tres aplicaciones del producto bioestimulante Balox ® (3 I/ha) junto con el
riego, en la mitad de las macetas. La inoculacion del producto se llevo a cabo en los
dias 3, 17 y 30, contando desde el trasplante en maceta. A los 23 dias de exposicion al
estrés salino (Figura 1c) se realiz6 el corte de las plantas. Como resultado se obtuvo
cinco réplicas por cada tratamiento.



Figura 1: ilustracion de las condiciones del crecimiento de las plantas en
invernadero. (A) Plantulas de rabano en el semillero antes del trasplante en
maceta. (B) Disposicion de las macetas en el invernadero (5 réplicas; 5 macetas
por bandeja) solo con el sustrato en su interior. (C) Raphanus sativus en las
fases finales de tratamiento en invernadero.

3.2. Evaluacion de los parametros de crecimiento

Para llevar a cabo el analisis del efecto del bioestimulante en Raphanus sativus
en condiciones de estrés salino, se evalud en primer lugar los parametros biométricos
de la parte aérea y de la raiz de las plantas: (i) peso fesco de hojas (ii) peso fresco de
raiz (iii) altura de la planta (iv) numero de hojas (v) diametro vertical raiz (vi) diametros
horizontales de la raiz.

Con los datos del diametro se establecié una estimacién de la medida del
perimetro del bulbo de la planta asumiendo que tiene una forma eliptica. Con la finalidad
de obtener el % de humedad de las plantas, se peso el peso fresco (FW) de una muestra
de hojas y de raiz y se introdujeron en estufa a 65 °C. Pasados tres dias se peso el
material seco (DW) obtenido. Aplicando la formula indicada en la Ecuacién 1, se calculo
la cantidad de agua retenida en cada planta. El resto de material vegetal se reservo a
-76°C para posteriormente hacer el estudio bioquimico.

FW-DW

% Contenido en agua = x 100 (Ecuacion 1)

3.3. Perfil bioquimico

3.3.1 Analisis de pigmentos fotosintéticos

La cantidad de clorofila a, clorofila b (Chl a, Chl b) y los carotenoides totales
(Caro) se determiné utilizando el protocolo descrito por Lichtenthaler & Wellburn (1983):
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primero se realiza el extracto de los pigmentos afiadiendo 1 ml de acetona 80% a la
muestra triturada (0,05 — 0,1 g de peso fresco de hoja) y se deja agitando en oscuridad
a una temperatura de 4 °C. Pasadas 24 horas se centrifuga los tubos durante 15 minutos
a 12.000 rpm y 4 °C) para separar el sobrenadante con los pigmentos del resto de
componentes. Finalmente, se diluye 100 pl de sobrenadante en 900 ul de acetona al 80
% y se mide la densidad 6ptica en el espectrofotdémetro a 470; 646 y 663 nm, usando la
acetona como blanco (Abs).

Para obtener la concentracion de pigmentos presentes en cada muestra se
realizan los calculos descritos en las ecuaciones indicadas en Lichtenthaler & Wellburn
(1983):

Clorofilaa ( 22) = 12.21 Absggs — 2.81 Absgss (Ecuacion 2
ml

Clorofila b ( 22) = 20.13 Absgss — 5.03 Absgsz (Ecuacion 3
ml

Carotenoides (%) = (1000 Abs,7o — 3.27[Chl a] — 104[Chl b])/229 (Ecuacion 4)

La cantidad de pigmentos fotosintéticos se expresa en mg g™ peso seco (DW).

3.3.2 lones (Na*, Ca*", K"y ClI)

La cantidad de iones se determina siguiendo el protocolo propuesto por
Weimberg (1987) en cuanto a la medicion de Na*, Ca®* y K* y se utiliza la metodologia
descrita por Cotlove (1963) para el CI'. Para la medicion de iones se recoge muestras
de material seco de hoja y raiz (0,1 - 0,05 g de peso seco). Una vez triturado el material,
se le anade 1 ml de agua MiliQ a cada tubo y se agita vigorosamente. Seguidamente se
incuba las muestras en el termobloque a 95 °C durante una hora y se dejan reposar 24h
en agitacion. A continuacion, se afiade 1 ml mas de agua MiliQ y se centrifuga durante
10 min a 12.000 rpm a temperatura ambiente para obtener el sobrenadante limpio. Se
realiza una dilucién x15 utilizando 500 pul de sobrenadante con 7 ml de agua MiliQ. Con
el extracto diluido se lleva a cabo la cuantificacion de los cuatro iones. Por un lado, para
la cuantificacion de Na*, Ca?*, K* se utiliza un fotémetro de llama, mientras que la medida
de CI se realiza usando un clorurimetro. Para determinar la concentracion de Na*, Ca?*
y K* se prepara muestras con concentraciones conocidas de cada uno de los iones
(ppm; mg/L) para establecer la concentracion en cada una de las muestras. En el caso
del CI, el clorurimetro mide directamente la concentracion de CI" (mg/l) presente en la
muestra. Los valores de cada uno de ellos se expresan de pmol eq g™ DW.

3.3.3 Analisis de osmolitos indicadores de estrés
3.3.3.1 Prolina

La concentracion de prolina (Pro) se determind segun se detalla en la
determinacion colorimétrica expuesta por Bates et al. (1972). En este caso se mide la
concentracion de prolina en muestras recogidas en hoja y raiz. Se prepara el extracto
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anadiendo 1 ml de acido sulfosalicilico al 3% a las muestras (0,05 — 0,1 g de peso fresco)
y se centrifuga durante 15 minutos a maxima velocidad, para llevar a cabo la
precipitacion proteica. En un tubo Falcon (15 ml) se afiade en volumenes 1:1:1, 500 pl
de muestra, acido acético glacial y ninhidrina y se deja reposar en el bafio de Maria a
98 °C) durante una hora, durante la que se va a formar el complejo ninhidrina-prolina.
Transcurrida la hora se transfiere las muestras al hielo, durante diez minutos, para
terminar la reaccion. La prolina presente en las muestras recogidas se separa
anadiendo 3 ml de tolueno a cada una de ellas, extrayendo el cromdéforo ninhidrina-
prolina. Transcurridos cinco minutos se observa la separacion de las fases organicas,
siendo la fase superior la que contiene el tolueno con toda la prolina. Finalmente se mide
la absorbancia a 520 nm, usando el tolueno como blanco. Para la determinacion de la
prolina presente en cada muestra se construye una curva patron con volumenes L-
prolina (2 mM) conocidos, diluidos en acido sulfosalicilico 3% posteriormente los tubos
de la curva patrén siguen el mismo protocolo que las muestras. La cantidad estimada
en cada muestra se expresa en umol g”' DW.

3.3.3.2 Glicina betaina

Para cuantificar la cantidad de glicina betaina (GB) en las muestras se reprodujo
el protocolo descrito por Grieve & Grattan (1983), aplicando las optimizaciones descritas
en Gonzalez et al. (2021). Se realiz6 un extracto afiadiendo 1,5 ml de agua MiliQ a cada
muestra (0,1 - 0,05 g de peso fresco) de hoja y de raiz. Los tubos se llevaron a agitacion
durante 24 h (4 °C en oscuridad). Luego, se centrifuga los tubos de muestras 20 minutos
a 13.000 rpm, siendo el sobrenadante el extracto. El ensayo se realiza afiadiendo 400
ul del extracto centrifugado a un tubo de vidrio con 400 pl de &cido sulfurico (H2SO4 2N).
La mezcla se deja reaccionar durante una hora en hielo. Se cogen 125 ul de la mezcla
anterior y se afiaden 50 ul de yoduro de potasio (KI-I2); se agita suavemente para que
este ultimo compuesto provoque la precipitacion de la glicina en forma de cristales. Los
tubos se almacenaron a 4 °C durante 16h en condiciones de oscuridad para que no se
degrade el color de las muestras. Transcurrido dicho tiempo se centrifuga a velocidad
maxima durante 45 min a 0 °C, con la finalidad de rescatar los cristales de glicina betaina
fijos en la pared y fondo de los tubos. Una vez desechado el sobrenadante, el precipitado
se diluye en 1,4 ml de 1,2 dicloroetano frio. Pasadas 2,5 horas se mide la densidad
Optica en el espectrofotometro a 365 nm. Para determinar la concentracion de GB
presente en cada muestra se realiza una curva patron con concentraciones de betaina
(1 mg/ml) conocidas y se mide su absorbancia correspondiente. La cantidad de GB de
cada tubo se expresa en pmol eq. de betaina g™ DW.

3.3.3.3 Azlcares totales

Para medir la concentracién de azucares solubles totales (TSS), se sigue el
protocolo establecido por Dubois et al. (1956). Primero se lleva a cabo el extracto de la
muestra triturada recogida de hoja y raiz (0,05 — 0,1 g de peso fresco) afiadiendo 2 ml
de metanol al 80 %. Los tubos se dejan en agitacion durante 24 horas a 4 °C en
oscuridad; transcurrido dicho tiempo se centrifuga durante 15 min (13.000 rpm; 4°C)
para extraer el sobrenadante. Se recoge 25 pl del extracto y se mezcla con 475 pl de
agua MiliQ. Posteriormente se afiaden 500 pl de fenol al 5 %, 2,5 ml de acido sulfurico
(H2S04) y se deja reaccionar la muestra durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente se mide la absorbancia a 490 nm, usando como blanco una dilucién de 25
Ml de metanol 80 % en 475 ul de agua MiliQ. Para usar como referencia, se elabor6 una
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curva patron utilizando glucosa (Gluc) 1 mM a diferentes concentraciones. La
concentracion de TSS presente en cada muestra se expresa como mg eq. de gluc g
DW.

3.3.4 Marcadores de estrés oxidativo (MDA)

Para la medida de malonaldehido (MDA) se parte del extracto de metanol 80 %
(2 ml de metanol con 0,1 - 0,05 g de material fresco) elaborado anteriormente para la
medida de otros compuestos como TSS. Para la medida de MDA se siguio el protocolo
propuesto por Hodges et al. (1999). Para llevar a cabo este analisis, se diluyen 200 pl
de extracto en 400 pl de metanol 80 % por duplicado. A los primeros tubos se les
adiciona 600 pl del reactivo TCA 20 % con TBA al 0,5 %, y a la otra mitad de tubos se
les adiciona 600 pl de TCA 20 % solo. Los tubos se incuban en el termobloque a 95°C
durante 15 minutos, transcurrido el tiempo se detiene la reaccion depositando los tubos
en hielo durante 5 minutos. Las muestras se centrifugan durante 10 minutos (12,000
rpm; 4 °C) y se mide la absorbancia del sobrenadante en el espectrofotometro a 440;
532 y 600 nm en cubetas de plastico. La concentracién de MDA contenida en la muestra
se calcula siguiendo las férmulas propuestas por Hodges et al. (1999) que se indican en
las siguientes ecuaciones.

A = Abs 532 — Abs 600 — (Abs 532010 7ca — Abs 6005010 7c4) (Ecuacion 5)

B = (Abs 400 — Abs 600) 0.0571 (Ecuacion 6)

MDA (=) = (=5=2-) 10° (Ecuacion 7)

El contenido presente en cada tubo de MDA se expresa como nmol g™ DW
3.3.5 Analisis de antioxidantes no enzimaticos

3.3.5.1 Fenoles totales

El analisis de fenoles totales (TPC) se lleva a cabo a partir del extracto realizado
con metanol 80 % como en ensayos previos (2 ml de metanol con 0,1-0,05 g de material
fresco). El analisis se llevo a cabo siguiendo las especificaciones incluidas en el ensayo
optimizado propuesto por Blainski et al. (2013). Se cogen 100 pl del sobrenadante
obtenido durante la realizacién del extracto y se diluyen en 1,4 ml de agua MiliQ. A dicha
dilucién se le anade 100 pl del reactivo Folin-Ciocalteu y se deja reaccionar durante
cinco minutos a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de reaccion se afade 350 ul
de carbonato de sodio (Na-COs) 15% a todos los tubos, la mezcla se deja incubar
durante 90 minutos en oscuridad. La absorbancia se lee a 765 nm en cubetas de
plastico. Para determinar la concentracion de polifenoles en cada muestra se realiza
una curva patrén con acido galico (GA) a 0,2 mg/ml. La cantidad de TPC se expresa en
mg eq. de GA g™’ DW.
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3.3.5.2 Flavonoides

La determinacion de flavonoides totales (TF) se lleva a cabo mediante el
sobrenadante obtenido tras realizar el extracto con metanol 80 % (2 ml de metanol con
0,1 - 0,05 g de material fresco) siguiendo la metodologia propuesta por Zhishen et al.
(1999). Para ello se utiliza 300 pl de muestra extraida a la que se le afiaden 200 pl de
agua MiliQ. A dicha mezcla se le afiaden 30 pl de nitrito de sodio (NaNO-) 5% para que
se inicie la nitracién del grupo catecol y se deja reaccionar durante cinco minutos.
Seguidamente se afiade 30 ul de cloruro de aluminio (AIClz) a todos los tubos y se deja
incubar durante seis minutos. Una vez finalizado el tiempo, se afiaden 200 ul de
hidroxido de sodio (NaOH) 1M y se lee la absorbancia a 510 nm en cubetas de plastico.
Para determinar la cantidad de flavonoides presentes se usa como patron interno
diferentes concentraciones de catequina (C) a 100 mg/ml. La cantidad de flavonoides
totales se expresa como mg eq. de C g”' DW.

3.4 Analisis estadistico

El programa utilizado para realizar el analisis estadistico fue IBM® SPSS®
Statistics, version 25. El analisis estadistico se llevo a cabo mediante el uso del test de
Kruskal-Wallis o test H, prueba homéloga al analisis ANOVA, pero no paramétrica. Se
uso un nivel de confianza superior del 95% (p< 0,05). En este caso se hizo uso de esta
prueba debido a que los datos estudiados no cumplian las condiciones del analisis
ANOVA (Acosta-Quezada, 2022). Posteriormente se realizé la prueba de Tukey para
identificar los subgrupos (p< 0,05). De esta manera se va a determinar si los datos
obtenidos en las diferentes condiciones estudiadas son o no significativos.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Parametros de crecimiento

Las plantas se sometieron a 23 dias de estrés salino (50, 100 y 150 mM NaCl) y
estuvieron 37 dias bajo el tratamiento con el producto bioestimulante Balox ®. Tras
llevar a cabo el analisis de ciertos parametros biométricos (Tabla 1) se puede observar
como se produce una disminucién del crecimiento al aumentar la concentracion de sal
durante el riego, pero en ninguno de los casos se registra la muerte de la planta.
Visualmente podemos corroborar estos resultados en la Figura 2, para las plantas sin
tratamiento bioestimulante y en la Figura 3 para las plantas con tratamiento
bioestimulante.

Tabla 1: parametros de crecimiento. Numero de hojas (NL), altura (H), perimetro
estimado de la raiz (P), peso fresco de la totalidad de la planta (TFW), peso
fresco hojas (LFW), peso fresco raiz (RFW), contenido en agua de las hojas
(LWC) y contenido en agua de la raiz (RWC). Datos obtenidos tras 23 dias de
exposicion a estrés salino (concentracion de NaCl indicada) y la aplicacion del
tratamiento con el producto bioestimulante;, en R. sativus. Los valores
representan la media + SE. (n= 5). La significancia estadistica viene
determinada por las letras (minusculas para las plantas sin tratamiento
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bioestimulante y mayusculas para las plantas tratadas) donde la misma letra

indica que pertenecen al mismo grupo segun el Test de Tukey (p<0,05).

Control Tratamiento bioestimulante
50 mM 100 mM 150 mM 50 mM 100 mM 150 mM
Control Nacl Nacl NaCl Control Nacl NaCl NaCl
NL 7,8+0,83 82+0,42b 8,4+0,5b 70+1,02 104+3,48 86+09” 84+05” 68+04A7
H 25,3+
(cm) 26,9+3,3 25,3+1,6 23,3t1,4 25+2,34 29+1,08 28,9+1,18 27,612,348 1,04
P 141,8 +
(mm) 51b 122,7+4,6» 97,8+3,32 96,3+6,72 | 138,0+8,0 132,6+4,1 118,6+225 94,4+3,8
TFW 41,2 +
(8) 89,7+3,0¢ 67,4+4,5> 474+3,42 37,8+3,02 |100,7+8,2¢ 77,4+3,78 53,7+3,2A 1,84
LFW 21,5+
(8) 31,0+2,7> 296+13b 266+1,23> 223+152 | 372+1,4¢ 30,1+1,58 28,7+1,38 1,14
RFW 19,7 +
(8) 58,7+2,2¢ 37,8+43b 208+282 155+282| 63,5+848 473+2,48 250+3,4A 1,34
LWC
(%) 92,5+0,3 91,0+0,7 91,6+1,0 90,1+0,3 91,3+0,8 91,2+0,2 91,5+04 89904
RWC 915+
(%) 96,6 +0,2> 92,7+0,7@ 91,4+0,72 91,5+0,62| 960+0,68 94,8+0,48 92,1+0,6A 0,64

Figura 2: R. sativus después del crecimiento en invernadero tras 23 dias de
estrés salino, sin tratamiento bioestimulante. Cada fotografia corresponde a una
planta elegida aleatoriamente de cada una de las condiciones estudiadas. (A)
Planta control (0 mM NaCl). (B) Planta crecida bajo condiciones de estrés con
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50 mM de NaCl. (C) Planta crecida bajo condiciones de estrés de 100 mM de
NaCl. (D) Planta crecida bajo condiciones de estrés de 150 mM de NaCl.

o

Figura 3: R. sativus después del crecimiento en invernadero tras 23 dias de
estrés salino, con tratamiento bioestimulante. Cada fotografia corresponde a una
planta elegida aleatoriamente de cada una de las condiciones estudiadas. (A)
Planta control (0 mM NaCl). (B) Planta crecida bajo condiciones de estrés con
50 mM de NaCl. (C) Planta crecida bajo condiciones de estrés de 100 mM de
NaCl. (D) Planta crecida bajo condiciones de estrés de 150 mM de NaCl.

Si atendemos al peso fresco de la totalidad de la planta (TFW), a
concentraciones bajas (50 mM) ya se observan cambios significativos en comparacion
con las plantas control, pero al alcanzar concentraciones mas altas (100; 150 mM) la
disminucion de su peso es mucho mas pronunciada (Tabla 1). Si analizamos el peso
fresco de las hojas por separado (LFW) solo se alcanza una reduccion significativa
cuando alcanzamos la concentracion mas alta de estrés, en plantas sin tratar. Sin
embargo, en las plantas con producto bioestimulante, si se ven diferencias en plantas
sometidas a concentraciones de NaCl moderadas (Tabla 1). En el peso fresco de la raiz
(RFW) se ven ligeros cambios en un estrés de NaCl bajo (50 mM) pero a mayores
concentraciones la diferencia es mas relevante (Tabla 1). Respecto al perimetro de la
raiz (P) este no disminuye significativamente en plantas con aplicacion de producto, sin
embargo, en plantas sin tratar se produce una reduccion significativa de este en
concentraciones de 100 y 150 mM de NaCl (Tabla 1). En cuanto al efecto del
bioestimulante en el peso y perimetro, no se observan diferencias significativas si
comparamos las plantas control con las tratadas (Tabla 2).

Tabla 2: analisis estadistico Kruskal-Wallis de los parametros de crecimiento
para el efecto del estrés salino y el tratamiento bioestimulante (p<0,05). Se
expone el numero de muestras comparadas (N), el valor del estadistico de
contraste o X? (H), los grados de libertad (d.f) y el p-value. Los valores
destacados determinan un p-value significativo.
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Estrés salino Tratamiento bioestimulante
N H d.f p-value H d.f p-value

Altura 40| 7,067 3 0,07 10,443 1 0,001
N2 de hojas 40| 17,139 3 | 0,001 0,799 1 0,371
Perimetro | 40| 24,655 3 @ <0,001 0,073 1 0,787
Peso total |40 33,294 3  <0,001 0,948 1 0,33
Peso hojas 40| 24,502 3 | <0,001 1,2 1 0,273
Pesoraiz [40|31,619 3 | <0,001 0,659 1 0,417
%WC hojas | 40| 1399 3 = 0,003 0,073 1 0,787
%WCraiz |40|27,034 3 | <0,001 0,495 1 0,482

En relacién con la altura de las plantas (H), en las plantas no tratadas se observa
una disminucién leve de la altura, pero se produce un aumento en 150 mM, aunque no
se trata de datos estadisticamente significativos; en las plantas bioestimuladas, por otro
lado, las crecidas a la concentracion de NaCl maxima estudiada si que presentan una
reduccion significativa en su altura (Tabla 1). En comparacion con las plantas control
aquellas a las que se le habia aplicado el producto bioestimulante crecieron, en longitud,
en mayor medida que las no tratadas, siendo todas mayores en comparacién con sus
respectivos controles (Tabla 2). Respecto al niumero de hojas si que se encuentran
diferencias significativas en cuanto a la aplicacion del tratamiento salino en
concentraciones de 150 mM (Tabla 1), pero el tratamiento con producto no tiene un
efecto relevante en ellas, si comparamos con las plantas control (Tabla 2). Si
atendemos al contenido en agua o grado de humedad en hojas (LWC) se mantiene un
estado de equilibrio en todas las condiciones estudiadas, sin embargo, en raiz (RWC) a
concentraciones de 100 mM si se percibe la deshidratacién en plantas tratadas con
bioestimulante y a concentraciones mas bajas (50 mM) en las no tratadas (Tabla 1). En
estos dos ultimos parametros el efecto del bioestimulante no es significativo (Tabla 2).

A la vista de los resultados obtenidos tras someter a R. sativus a condiciones de
estrés salino en condiciones controladas de invernadero, se puede determinar el grado
de tolerancia de esta planta. Las plantas sobrevivieron por mas de 20 dias a
concentraciones salinas de 150 mM, si bien es cierto que toleraron ciertas
concentraciones elevadas de salinidad, muchos de sus parametros de crecimiento se
vieron afectados de manera negativa. La inhibicién del crecimiento es una respuesta no
especifica de las plantas cuando estan sometidas a estrés salino, el grado de tolerancia
depende de la especie que se estudie, ademas de diversos factores genotipicos y
ambientales. Suele darse un punto maximo de tolerancia en el cual a partir de ahi
progresivamente disminuye su rendimiento (Almeida et al., 2017; Hanin et al., 2016). El
estrés salino provoca un déficit hidrico en los cultivos debido al desajuste osmatico, que
ocurre de manera drastica como respuesta inmediata al estrés. Este estrés osmotico
provoca una desestructuracion de la membrana, toxicidad ionica y problemas en la
division celular (Tuteja, 2007). Ademas, la acumulacion de iones va a dificultar la
adquisicion de ciertos iones y nutrientes esenciales. También la funcion estomatica se
va a ver alterada lo cual va a afectar a la capacidad de intercambio gaseoso y
transpiracion, provocando una bajada del ratio de fotosintesis de la planta (Gul et al.,
2022). Todos estos efectos provocados por el estrés van a resultar en conjunto en una
inhibicion de la germinacion y crecimiento. A la vista de los resultados podemos
confirmar que en R. sativus se produce una disminucién del rendimiento de la planta,
demostrada por el estudio de sus parametros de crecimiento. Sin embargo, en cuanto a
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la aplicacién del producto no se observan diferencias destacables en casi ninguna
caracteristica biométrica. Otro resultado a tener en cuenta es que el crecimiento de la
raiz se ve resentido a concentraciones de NaCl menores en comparacion con la parte
aérea que es capaz de mantener su peso estable hasta concentraciones mas elevadas,
mientras que la raiz disminuye drasticamente su peso en concentraciones minimas, de
la misma manera ocurre con el contenido en agua que decrece con mas intensidad en
la raiz que en hoja.

4.2 Pigmentos fotosintéticos

En R. sativus se observa una tendencia a decrecer la concentracion de los tres
pigmentos a 50 mM, pero se eleva al pasar de 100 mM alcanzando los niveles de las
plantas control; sin embargo, los resultados de este andlisis no son significativos a nivel
estadistico (Tabla 3). En cuanto a la aplicacion de bioestimulante solo se encuentran
diferencias al analizar la Chl b (Tabla 4).

Tabla 3: pigmentos fotosintéticos. Clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) y
carotenoides (Caro). Datos obtenidos tras 23 dias de exposicion a estrés salino
(concentracion de NaCl indicada) y la aplicacién del tratamiento con el producto
bioestimulante; en Raphanus sativus. Los valores representan la media + SE.
(n=5). La significancia estadistica viene determinada por las letras (minusculas
para las plantas sin tratamiento bioestimulante y mayusculas para las plantas
tratadas) donde la misma letra indica que pertenecen al mismo grupo segun el
Test de Tukey (p<0,05).

Control Tratamiento bioestimulante
50 mM 100 mM 150 mM 50 mM 100 mM 150 mM
Control Nacl NaCl NaCl Control NaCl NaCl NaCl

Chla (mgg-1
DW) 11,1+1,3 8,3%+0,8 12,3+29 9,0+£0,9 88+1,1 79+04 98+1,2 8,4+0,7
Chl b (mg g-1
DW) 2,6+0,3 2,3+0,2 3,2+0,8 2,6+0,4 1,6+0,2 1,4+0,2 2,2+0,3 2,2+0,4
Caro (mg g-1
DW) 2,0+0,2 1,5+0,2 1,9+0,5 1,2+0,2 1,2+0,148 1,1+0,1A 1,8+0,38 1,510,248

Tabla 4: analisis estadistico Kruskal-Wallis de los parametros fotosintéticos
[clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) y carotenoides (caro)] para el efecto del
estrés salino y el tratamiento bioestimulante (p<0,05). Se expone el numero de
muestras comparadas (N), el valor del estadistico de contraste o X? (H), los
grados de libertad (d.f) y el p-value. Los valores destacados determinan un p-
value significativo.

Tratamiento salino Bioestimulante

N H df p-value H df p-value

Chla | 40 | 4,979 3 0,174 1,113 1 0,298

Chlb | 40 | 3,553 3 0,314 12,176 1 <0,001

Caro | 40 | 4,465 3 0,215 1,903 1 0,168
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Las elevadas concentraciones de NaCl como ya se ha especificado
anteriormente provocan cambios en la conductividad estomatica debido al efecto del
estrés osmotico que provoca el cierre de estomas para mantener el balance osmatico
en las raices de la planta (Gul et al., 2022; Munns & Tester, 2008), esto ocurre en un
primer momento por el déficit de agua y se ve reforzado por la sintesis de ABA (Gul et
al., 2022; 2016; Tuteja, 2007; Wani et al., 2016). Dicha respuesta en muchos casos lleva
a una disminucion de la transpiracion y de la fotosintesis (Amombo, 2022; Gul et al.,
2022), pero en las plantas estudiadas no se observa degradacion fotosintética en las
plantas estresadas control ni en las que llevaban tratamiento.

4.3 lones

Las concentraciones de los iones Na* y CI aumentaron significativamente al
exponer a la planta a condiciones de estrés salino, como se esperaba (Figura 4a y b).
En el ion sodio se vio un aumento de la acumulacién de este tanto en hojas como en
raiz, siendo estadisticamente significativo en todas las concentraciones de NaCl
estudiadas, excepto en hojas de plantas sin bioestimulante (Figura 4a). El cloruro
también se acumula notoriamente en ambos érganos, se produce un aumento drastico,
de este compuesto, desde la exposicién a las concentraciones minimas de NaCl
estudiadas (Figura 4b).
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Figura 4: acumulacion iénica. (A) lon potasio (K+), (B)ion sodio (Na+), (C) cloruro
(Cl-) y (D) ion calcio (Ca2+), en raiz y hojas. Datos obtenidos tras 23 dias de
exposicion a estrés salino (concentracion de NaCl indicada) y la aplicacion del
tratamiento con el producto bioestimulante; en Raphanus sativus. Los valores
representan la media y el error estandar. (n=5). La significancia estadistica viene
determinada por las letras (minusculas para las plantas sin tratamiento
bioestimulante y mayusculas para las plantas tratadas) donde la misma letra
indica que pertenecen al mismo grupo segun el Test de Tukey (p<0,05).
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Si comparamos ambos iones se describe una concentracion superior del Na* en
el interior de la planta, en comparacién con los datos de CI'. Otro resultado destacable
es que ambos iones se acumulan a concentraciones mas altas en las hojas de la planta
que en raices. En cuanto al tratamiento con el producto solo se observan cambios en
raiz en la acumulacién de Na*, resultando en valores ligeramente superiores a los
controles, con un maximo de 887,01 umol g' DW en una de las plantas sometidas a la
mayor concentracion de estrés estudiada (Tabla 5).

Tabla 5: andlisis estadistico Kruskal-Wallis de los compuestos ionicos (K+, Ca2+,
N+ y CI-) para el efecto del estrés salino y el tratamiento bioestimulante; en raiz
y hojas (p<0,05). Se expone el nimero de muestras comparadas (N), el valor
del estadistico de contraste o X? (H), los grados de libertad (d.f) y el p-value. Los
valores destacados determinan un p-value significativo.

Hoja Raiz

Tratamiento salino Bioestimulante Tratamiento salino Bioestimulante

N H df p-value| H d.f p-value| N H df p-value| H d.f p-value

K+ |140( 8214 3 | 0,042 (3,793 1 0,051 |40(11,258 3 0,01 (0457 1 0,499
Ca2+|40|16,017 3 0,001 |0047 1 0,829 |40/11,895 3 0,008 [0,047 1 0,829
Na+ [40]15,593 3 | 0,001 |1353 1 0,245 [40) 1662 3 0,001 |5797 1 | 0,016

Cl- |40|26,407 3 <0,001|0659 1 0,417 |40|30,457 3 | <0,001|0,354 1 0,552

En cuanto al Ca?* se observa un ligero aumento en la concentracién de este
conforme aumenta el estrés, sin embargo, solo es notable en algunos casos especificos;
en las plantas tratadas si que se produce un aumento significativo desde
concentraciones de 50 mM de NaCl en hojas, aunque en las plantas control no ocurre
lo mismo (Figura 4c). En cambio, en raiz solo resulta un aumento relevante en la
concentracion de Ca?* cuando alcanzamos concentraciones de 150 mM en las plantas
sin tratar (Figura 4c). Resulta destacable los niveles tan bajos de este mineral que se
reportan en el estudio de las raices de la planta (Figura 4c).

Por otro lado, el K" mantiene sus niveles estables frente al tratamiento salino
(Figura 4a), solo se reporta una ligera subida de este en la raiz a concentraciones de
150 mM, si nos centramos en las plantas con aplicacion de producto (Figura 4c).

El tratamiento en invernadero con una elevada concentracion de NaCl conlleva
a una elevacion de los contenidos en Na® y CI" en raices, causando una condicion
hiperosmatica e impidiendo que las plantas sean capaces de absorber agua y nutrientes
del medio con normalidad; lo cual va tener implicaciones directas en su rendimiento.
Durante el estrés se producen varias fases, una primera donde predomina el estrés
osmético causado por la deshidratacion y una segunda denominada estrés ionico
debido a la acumulacion de estos iones. Debido al estrés idnico, las hojas pierden la
capacidad de expansion y por elevada concentracion de sal no son capaces de
sobrevivir. Si la aparicion de nuevas hojas no ocurre simultaneamente, la capacidad
fotosintética de la planta se ve disminuida hasta que esta no es capaz de suplir sus
necesidades afectando al rendimiento de crecimiento (Almeida et al., 2017; Muuns et
al., 2006). La cantidad de iones sodio y cloro que es capaz de acumular la planta
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determina su resistencia al estrés. Existen mecanismos de defensa reportados
principalmente en haldfitas, aunque también se han encontrado en glicéfitas, para
reducir la concentracion de estos iones; especialmente el Na* por su elevada toxicidad
en la planta (Amombo et al., 2022; Isayenkov & Maathuis, 2019). En diversos estudios
se ha visto como algunas plantas son capaces de expulsar el Na* y el Cl captado a las
regiones exteriores de la raiz, devolverlo al suelo o transportarlo a otras partes de la
planta como hojas y brotes gracias a la accion de antiportadores H*/Na* (Almeida et al.,
2017; Amombo et al.,2022; Bose et al., 2015; Hanin et al., 2016; Wang et al., 2021;
Zheng, 2009). Este cambio de localizacion del Na+ es una primera respuesta que
retrasa los efectos toxicos da Na* y CI" en el citoplasma, sin embargo, la traslocacion de
los iones Na* y Cl a las partes aéreas de la planta no disminuye la toxicidad de estos ya
que su presencia elevada va a disminuir la actividad de proteinas y enzimas esenciales
para los procesos fisioldgicos de la planta, especialmente si hablamos de los tejidos con
gran capacidad metabdlica (Tuteja, 2007). Es por eso por lo que la planta, como
respuesta secundaria para reducir la toxicidad en hojas y brotes, lleva a cabo un proceso
de compartimentacion en vacuolas en el interior de las células (Bose et al., 2015; Horie
et al.,, 2012; Ji et al.,, 2013; Munns & Tester, 2008; Staal et al., 1991) Para lograr
secuestrar a estos iones en las vacuolas, se necesita la presencia de metabolitos
compatibles que sean capaces de acumularse en las células y mantener asi la presion
osmotica (Isayenkov & Maathuis, 2019; Wyn Jones et al., 1977).

La planta es capaz de detectar concentraciones minimas de Na* y poner en
marcha la ruta “Salt overly sensitive” (SOS), para permitir el movimiento de Na* fuera de
las células, para eso intervienen el antiportador SOS1 (Na*/H*), la kinasa SOS2 y la
proteina SOS3, la cual es dependiente de calcio. El ion calcio actia como protector
frente a la acumulacion de Na+ en las células, cuando la concentracién de Na* alcanza
niveles de toxicidad el Ca?* se une a la proteina SOS3 activando a SOS2, la cual es
responsable de activar el antiportador SOS1 responsable de la excrecion de Na*
(Amombo et al., 2022; Gul et al., 2022; Ji et al., 2013; Qiu et al, 2002). Ademas, el ion
calcio también actia como regulador osmético frente a la pérdida de K* (Hanin et al.,
2016; He et al., 2018).

La entrada de Na® en las células, conlleva a una reduccion del K* con la finalidad
de mantener el potencial de membrana, también, la cantidad de K+ en el citoplasma se
ve reducida debido a que Na* y K" hacen uso de los mismos trasportadores y la mayoria
presentan una mayor afinidad por el Na* (Hanin et al., 2016). Ademas, la generacion de
compuestos ROS a causa del estrés salino activa canales no selectivos de cationes que
también provocan la expulsién de K* (Wakeel, 2013).

Todos estos recursos de la planta son mecanismos de tolerancia para evitar que
el Na* y el CI" se encuentren en el citoplasma. Ciertos resultados obtenidos concuerdan
con los mecanismos de defensa que se activan por la entrada a las raices de los iones
Na*y CI. En los datos recogidos se distingue una mayor concentracion de Na* y CI en
las hojas, lo que sugiere que la planta los ha transportado a las partes aéreas de la
planta, ademas, probablemente estos se encuentren secuestrados en las vacuolas
intracelulares ya que las hojas siguen realizando sus funciones (Ji et al., 2013). También
se aprecia un aumento en Ca?*, lo cual concuerda con su implicacién en la homeostasis
como osmoprotector y molécula de sefalizacion para iniciar la ruta SOS (He et al., 2018;
Isayenkov & Maathuis, 2019; Tuteja, 2007). En cuanto al ién K*, los datos obtenidos no
muestran una caida en sus niveles, como se predecia, sino que mantiene sus niveles
similares a las plantas control manteniendo su homeéstasis. Un mecanismo de los
productos bioestimuantes para hacer frente al estrés salino podria basarse en reducir
niveles Na*, CI" y aumentar la cantidad de K* en concordancia con los mecanismos de
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tolerancia reportados en numerosos estudios (Hanin et al., 2016; Isayenkov & Maathuis,
2019; Panta et al, 2014). Sin embargo, en los resultados no se observan dichos cambios
lo cual sugiere que el producto no posee ningun efecto de induccién a la salinidad en
cuanto al comportamiento de iones.

4.4 Osmolitos, marcadores de estrés oxidativo y antioxidantes no enzimaticos

Respecto a los osmolitos, la prolina (Pro), azucares solubles totales (TSS) y
glicina betaina (GB) son osmoprotectores muy comunes en las respuestas a estrés
salino. En los niveles de prolina se vio un aumento progresivo conforme aumentaba la
concentracion de NaCl en hoja (Figura 5a) y raiz (Figura 5b). Aunque a concentraciones
de 50 mM no resulta un incremento significativo, si lo es a concentraciones de salinidad
mayor alcanzando un méaximo en hoja de 334,44 umol g DW y en raiz de 950,11 umol
g’ DW, en plantas no sometidas al tratamiento bioestimulante. En cuanto al producto
bioestimulante no repercute de manera destacable en este compuesto (Tabla 6).
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Figura 5: contenido de prolina. (A) Hojas y (B) raiz. Datos obtenidos tras 23 dias
de exposicion a estrés salino (concentracion de NaCl indicada) y la aplicacion
del tratamiento con el producto bioestimulante; en R. sativus. Los valores
representan la media y el error estandar. (n=5). La significancia estadistica viene
determinada por las letras (minusculas para las plantas sin tratamiento
bioestimulante y mayusculas para las plantas tratadas) donde la misma letra
indica que pertenecen a un grupo homogéneo segun el Test de Tukey (p<0,05)

Tabla 6: analisis estadistico Kruskal-Wallis de los osmolitos [prolina (pro)
azucares solubles totales (TSS) y glicina betaina (GB)], marcadores de estrés
oxidativo [malonaldehido (MDA)] y antioxidantes no enzimaticos [flavonoides
totales (TF) y compuestos fendlicos totales (TPC)] para el efecto del estrés salino
y el tratamiento bioestimulante; en hojas y raiz (p<0,05). Se expone el numero
de muestras comparadas (N), el valor del estadistico de contraste o X? (H), los
grados de libertad (d.f) y el p-value. Los valores destacados determinan un p-
value significativo.
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HOJA RAIZ
Tratamiento salino Bioestimulante Tratamiento salino Bioestimulante

N H d.f p-value H d.f p-value| N H d.f p-value H df p-value

Pro | 38 [ 31,195 3 [<0,0001 | 0,008 1 093 |38 28712 1 | <0,001]| 0,471 1 0,493
TSS | 40 | 7,297 3 | 0,063 | 19203 1 <0,001| 40 | 4428 1 0,219 | 21,647 1 | <0,001
GB (40| 8532 3 0036 | 7171 1 0,007 | 40| 2419 1 049 | 7317 1 0,007
MDA | 40 | 3479 3 0324 | 0,105 1 0745 [ 40| 4175 1 0243 | 0,211 1 0,646
TF | 40| 7482 3 0058 | 0073 1 0,787 |40 | 2,889 1 0,409 | 3,187 1 0,074
TPC |40 | 5971 3 0,113 | 1,23 1 0267 |40| 5024 1 017 | 1,291 1 0,256
En relacién con la cantidad de TSS no se encuentra correlacion con el estrés

salino, lo mismo ocurre con la medicion de GB (Tabla 6). Cabe destacar como la

cantidad en azucares y de glicina en raices es significativamente mayor a la presente
en hojas (Tabla 7), probablemente debido a las funciones de reserva de la raiz pivotante.
Aunque la prolina sea el osmolito mas relevante en cuanto a la respuesta a estrés salino

de los

tres estudiados; tanto los azucares como la glicina betaina se encuentran

notoriamente alterados por la aplicaciéon del tratamiento (Tabla 6); en ambos casos se
produce un aumento considerable en la cantidad del componente en comparacién con
el respectivo control, tanto en raiz como en hojas (Tabla 7).

Tabla 7: analisis bioquimico de osmolitos, marcadores de estrés oxidativo y
antioxidantes no enzimaticos en hoja (H) y raiz (R). Osmolitos: (i) azucares
solubles totales (TSS) y (ii) glicina betaina (GB); los osmolitos se expresan en
mg eq. glucosa (Gluc) g-1 DW y umol eq. de betaina (Bet) g'DW,
respectivamente. Marcadores de estrés oxidativo: malonaldehido (MDA);
expresado en nmol g' DW. Por dltimo, compuestos antioxidantes no
enzimaticos: (i) flavonoides totales (TF) y (ii) compuestos fendlicos totales (TPC);
los antioxidantes no enzimaticos se expresan en mg eq. de catequina (C) y mg
eq. de &cido galico (GA) g”' DW. Datos obtenidos tras 23 dias de exposicién a
estrés salino (concentracion de NaCl indicada) y la aplicacion del tratamiento con
el producto bioestimulante; en Raphanus sativus. Los valores representan la
media + SE. (n= 5). La significancia estadistica viene determinada por las
letras(minusculas para las plantas sin tratamiento bioestimulante y mayusculas
para las plantas tratadas) donde la misma letra indica que pertenecen al mismo
grupo segun el Test de Tukey (p<0,05).

Control Tratamiento bioestimulante
50 mM 100 mM 150 mM 50 mM 100 mM 150 mM
Control NacCl NacCl NacCl Control NacCl NacCl NacCl
37,3+ 67,6 £ 76,6 £ 73,8+ 147,5 151,4 + 173,8 + 411,2 £
H| 4,7 18,9 16,9 8,9 40,2 A 41,2 A 33,04 54,38
TSS (mg eq. 1393,0+ 1833,6+ 12945+ 1018,5+ | 3296,8+ 4039,4+ 2333,7+ 24159+
Glucg-1DW) |R| 220,8 202,5 247,3 288,5 640,3 987,3 191,8 280,1
11,23 + 31,7 31,0+ 30,9+ 20,7 = 89,7 32,2+ 61,3+
GB (umol eq. | H] 1,7 9,6 9,7 15,6 2,5A 21,78 11,448 19,8 AB
Bet 244,2 + 365,8 £ 251,4 + 138,8 + 533,8+ 332,3+ 4179 £ 373,8 ¢
g-1DW) R 69,8 40,3 85,5 38,7 127,0 126,9 72,9 43,8
MDA (nmol 604,2 + 500,4 + 602,6 £ 498,7 £ 531,6 £ 565,7 £ 662 + 4979
g-1DW) H| 207,2 77,1 82,0 82,8 97,9 64,0 66,6 33,4
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2886,2+ 60409+ 46256+ 3660,2+ 5554,2 4861+ 6009,7+ 4243,8+
329,9 1666,7 1654,6 2167,9 +1356,5 727,5 1723,2 1058,4

)

X

| 10+£19 9,7+1,7 13,1+16 9506 | 75+16 89+16 11,3+0,7 8,410

TF (mgeq. C
g-1DW) R| 75+1,1 11,1+40 5,7+16 10,7+6,2]|13,5+30 88+15 9,1+18 7,8*14
35,0+ 28,2 + 32,1+ 28,4+ 33,1+ 329+ 35,8+ 24,6 £

H 4,6 3,9 4,3 1,0 9,0 3,6 2,7 2,7
TPC (mg eq. GA 97,8 108,1 99,5+ 111,11 + 198,5+ 125+ 105,0 £ 75,7 £
g-1DW) Rl 22,2 19,2 18,8 42,5 34,58 20,848 15,6 A8 17,54

Respecto a los marcadores de estrés oxidativo en este estudio se analiza el
malonaldehido (MDA), ademas, se mide la cantidad total de flavonoides (TF) y de
fenoles (TPC) como representacion de compuestos antioxidantes. En los tres
compuestos medidos se mantiene el equilibrio, ya que las concentraciones no varian en
relacion con las plantas control (Tabla 7). En cuanto a la aplicacién del tratamiento
tampoco afecta de manera significativa a ninguno de los tres componentes (Tabla 6).

De todos los osmolitos presentes durante el estrés salino, el presente estudio se
centra en la actuacion de Pro, TSS y GB. Estos compuestos poseen la capacidad
osmoreguladora y osmoprotectora en las plantas sometidas a estrés, aumentando su
tolerancia. Con la finalidad de mantener el equilibrio osmético en el interior de la célula,
y hacer frente a la acumulacion ionica provocada por el estrés, las plantas introducen
ciertos osmolitos en el citoplasma, para regular el potencial idnico y reducir la toxicidad
ionica. Ademas, estos osmolitos actuan como estabilizadores de proteinas, enzimas y
estructuras celulares lo que repercute en una mejoria de ciertos los procesos fisioldgicos
de la planta durante condiciones de salinidad. Ademas, estos compuestos también
estan implicados en hacer frente a los compuestos ROS debido a la capacidad de
activacion de compuestos antioxidantes (Ahmad et al., 2013; Godoy et al., 2021; Gul et
al., 2022; Slama et al., 2015). A la vista de los resultados entre los osmolitos estudiados
parece ser que el efecto de la prolina es predominante, sin embargo, el tratamiento con
bioestimulante produce una subida en la concentracion de GB y TSS, lo que determina
que la aplicacion del producto es capaz de activar mecanismos de tolerancia en cuanto
a la sintesis de osmolitos.

Los compuestos ROS son efecto secundario del estrés salino en planta, la
produccion de estos componentes es capaz de alterar la funcion de proteinas, lipidos y
acidos nucleicos debido al dafio oxidativo; es por eso que las plantas poseen
mecanismos antioxidantes de defensa frente a ellos los cuales pueden ser enzimaticos
como superoéxido dismutasa, catalasa o peroxidasa y no enzimaticos como flavonoides
(Amombo et al., 2022; Noreen & Ashraf, 2009; Tuteja, 2007). En este trabajo se ha
llevado a cabo el andlisis de malonaldehido cuyos niveles nos indican el nivel de
peroxidacion lipidica, dado que es un producto generado por esta reaccion, dichos
valores nos dan una idea del dafio oxidativo que ha sufrido la planta (Gulen et al., 2008;
He et al., 2018). Por lo tanto, la alteracion de este componente se deberia ver
correlacionada con un aumento de los componentes antioxidantes, como mecanismo
de defensa. En las condiciones estudiadas no se vieron cambios significativos de MDA,
lo que sugiere que no hay actividad diferencial de compuestos antioxidantes en las
plantas, que indica que no se produce un aumento del dafo oxidativo en estas
condiciones. Esta hipoétesis se ve sustentada por los datos obtenidos en TPC y TF, los
cuales indican una baja actividad de estos compuestos antioxidantes que actuan como
apoyo secundario a las enzimas para reducir la cantidad de ROS producidos durante el
estrés (Gul et al., 2022; Mrid et al., 2022).
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5. CONCLUSION

En el trabajo realizado se logré determinar mediante un estudio de los
parametros de crecimiento y del perfil bioquimico como afectaba el estrés salino a
R.sativus, ademas, se establecieron las implicaciones del bioestimulante comercial
Balox ® en la tolerancia a este tipo de estrés.

Como consecuencias de la exposicion a estrés se observo tras estudiar en
detalle las caracteristicas biométricas, como la exposicion de las plantas a
concentraciones de NaCl elevadas, produjo una inhibicién del crecimiento. En cuanto a
los componentes bioquimicos se produjo una elevacién en los niveles de Na* y CI" en
el interior de hojas y raices, a causa de la entrada de NaCl en el organismo. Respecto
a los mecanismos de defensa activados por la planta se establecid que se habia
producido el transporte de Na* a las secciones superiores de la planta, como mecanismo
para evitar la toxicidad citoplasmatica. También se observa un ligero aumento en la
concentracion de Ca?*, probablemente debido a sus implicaciones como componente
osmoprotector y de sefializacion en rutas de defensa. También se observé como el
estrés aumentaba la sintesis de osmolitos, principalmente prolina, debido a sus
implicaciones homeostaticas y de estabilizacion de compuestos.

En cuanto a la aplicacién del producto bioestimulante se observan cambios
significativos al estudiar la cantidad de azucares solubles totales (TSS) y glicina betaina
(GB). Dada la implicacion de estos dos osmolitos en la tolerancia a estrés salino, es
probable que los mecanismos de accién de Balox ® se basen en actuar en las rutas de
sintesis de estos dos compuestos, como medida de proteccion frente al estrés. Sin
embargo, se necesitan mas estudios con diferentes condiciones en cuanto a numero de
dosis, tiempo de exposicion, concentracion de NaCl estudiadas y en diferentes especies
para tener una vision mas completa de las implicaciones positivas de Balox ® en la
tolerancia a estrés.
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