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RESUMEN

En la actualidad la actividad agricola se ve amenazada constantemente por
los efectos del cambio climético y la expresidn radical de los factores ambientales,
como la irregularidad en la distribucién pluvial responsable de la disponibilidad del
agua y déficit, que genera estrés hidrico en los sistemas productivos, cuyo efecto
negativo se refleja en aspectos de crecimiento vegetativo, morfoldgicos, fisioldgicos
y bioquimicos. El uso de bioestimulantes surge como estrategia para contrarrestar
este impacto, mejorando la eficiencia de los cultivos en el uso de los recursos y
generar respuestas, como la producciéon de metabolitos entre otras sustancias, que
mitigan los efectos del estrés oxidativo. Bajo este contexto se planted el uso de
ceras, peréxido de hidrogeno (H,0,), 4cido salicilico (AS) y algaenzims, sobre plantas
de frambuesa sometidas a estrés hidrico moderado (-0.8 MPa) con el objetivo de
evaluar la respuesta en aspectos de crecimiento vegetativo, fisiolégicos y calidad
bioquimica de frutos, para el establecimiento se empled un disefio completamente
al azar con 5 tratamientos: greencover as® 5 mL L', H,O, 10* M, &cido salicilico
0.27 mM, algaenzims® 7.5 mLL"y el control con recuperacién del 50% del volumen
transpirado y con potencial hidrico similar al resto de plantas y 4 repeticiones. Como
resultados se obtuvo que las ceras, AS y el extracto de algas incrementaron la tasa
fotosintética, los cuatro tratamientos aumentaron la longitud de raices, las ceras la
altura, y el H,O, la biomasa de raiz. Por otro lado, en comparacién con el control, se
produjeron mayores niveles de vitamina C y antocianinas en frutos, un aspecto muy
importante por la funcionalidad de estos compuestos en la salud humana. Por lo
tanto, el uso de estos bioestimulantes se puede visualizar como una herramienta de
gran utilidad para el manejo de cultivos en ambientes con restriccion de agua.

Palabras clave: cambio climatico, fotosintesis, metabolitos, sistemas productivos.
SUMMARY

Currently, agricultural activity is constantly threatened by the effects of climate
change and radical expression of environmental factors as irregular rainfall
distribution responsible for water availability and deficit. These factors generate water
stress in productive systems, whose negative effect is reflected on morphological,
physiological and biochemical aspects of vegetative growth. The use of biostimulants
arises as a strategy to counteract this impact, improving crop efficiency in the use
of resources and generating responses, as metabolite production, among other
substances that mitigate the effects of oxidative stress. In this context, waxes, hydrogen
peroxide (H,0,), salicylic acid (SA) and ALGAENZIMS"® were used on raspberry
plants subjected to moderate water stress (-0. 8 MPa) to evaluate the fruit response
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in aspects of vegetative growth, physiological and biochemical quality. For the
establishment, a completely randomized design was used with 5 treatments: Green
Coveras 5mLL", H,0O, 10* M, salicylic acid 0.27 mM, ALGAENZIMS™® 7.5 mL L' and
the control with 50% recovery of the transpired volume as well as water potential
similar to the rest of plants and 4 replicates. The results showed that waxes, SA and
algal extract increased the photosynthetic rate; the four treatments increased root
length; waxes increased root height; and H,O, increased root biomass. Compared to
the control, higher levels of vitamin C and anthocyanins were produced in fruits - a
very important aspect due to the functionality of these compounds in human health.
Therefore, the use of these biostimulants are a very useful tool for crop management
in environments with water restriction.

Index words: climatic change, photosynthesis, metabolites, production systems.

INTRODUCCION

El cambio climético es un reto para el desarrollo de la agricultura y la seguridad alimentaria, la modificacién
de los patrones de temperatura y precipitacién son elementos que pueden afectar la sostenibilidad agricola
(Malhi, Kaury Kaushik, 2021). La emisién de gases de efecto invernadero se considera clave en la modificaciéon de
estos componentes del clima, dentro de los cuales la disponibilidad de agua es el mas importante por los efectos
morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos que produce en las plantas (Anjum et al., 2011; Boretti y Florentine,
2019; Ozturk et al., 2021). Algunos procesos afectados como expansidn celular, sintesis de proteinas, apertura
estomatica, conductancia y fotosintesis (metabolismo primario) traen como consecuencia baja generacién de
biomasa, ademaés una fuente limitada de energia y poder reductor afecta el metabolismo secundario encargado de
generar respuestas de adaptacion (Florido y Bao, 2014; Parmesan y Hanley, 2015; Dusenge, Duarte y Way, 2019).

El metabolismo primario de las plantas comprende los procesos fotosintesis y respiracion, y la realizacion
en tasas estables, es lo que permite a las plantas obtener las sustancias y energia para crecer, desarrollarse y
reproducirse (Brestic y Allakhverdiev, 2022). En el proceso fotosintético asociado a la transpiracion, las plantas
convierten la energia radiante en energia quimica almacenada en adenosisna trifosfato (ATP), nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADPH)y carbohidratos, sin embargo, este proceso solo es posible con la presencia
de agua y sus propiedades (Holding y Streich, 2013). Por lo tanto, la exposicidn a estrés hidrico se traduce en
Ultima instancia en una disminucion de los rendimientos (Hayat, Aiman, Fariduddin y Ahmad, 2008).

En la agricultura del futuro las modificaciones de los factores ambientales como la temperatura y la limitante
del agua, disminuirén los rendimientos y aumentaran las pérdidas econémicas, generando dificultades de acceso
a los alimentos (Fang y Xiong, 2015; Arora, 2019).

El uso de bioestimulantes obtenidos de fuentes naturales y artificiales surgen como una propuesta capaz
de permitir mejoras en la productividad y calidad de los productos en los sistemas agricolas bajo condiciones
de estrés cada vez mas frecuentes (Bulgari, Franzoni y Ferrante, 2019; Del Buono, 2021). La complejidad de
estos productos, sus componentes y caracteristicas son capaces de inducir la bioestimulacion a nivel celular
resultando en modificaciones de los programas de desarrollo de los organismos expuestos (Gonzélez-Morales
et al., 2021). Moléculas como AS y algas marinas han mostrado efectos positivos contra el estrés (Carvalho, de
Camargo, Gaziola y Antunes, 2018; Rai, Pandey y Rai, 2020; Sharma et al., 2020; Preciado, Reyes, Ramirez, Salas,
Fortis, Murillo y Troyo, 2019; Zulfigar et al., 2021) a través de la regulacion de procesos metabdlicos, produccion
de metabolitos secundarios y osmoprotectantes, aumentando la produccién de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos, e incluso actuando como antioxidante.

Por otro lado, se usé H,O, bajo el sustento de que es una especie reactiva de oxigeno (ERO) resultado de
la exposicidn al estrés y que el balance de las mismas es responsable de la activacién del sistema de defensa
antioxidante benéfico para las plantas (Hasanuzzaman et al., 2021). Ademas, se conoce la sinergia del H,O,, la
auxina y Ca, implicadas en procesos de sefalizaciéon que regulan la concentraciéon de azucares y energia, que
posteriormente promueven la divisién y diferenciacién celular que permiten la formacién de raices (Roussos,
2023). Productos elaborados a base de ceras naturales cuya posible forma de accidn, es mejorar las funciones de
la cuticula contra perdida de agua y reflexion de la radiacién solar, ambas capaces de proporcionar proteccion
contra factores de estrés (Tafolla, Gonzélez, Tiznado, Zacarias y Baez, 2013, Sharma, Kothari, Rathore y Gour, 2018).

Tras lo expuesto se planteé como objetivo determinar la respuesta de la frambuesa a la aplicacion de
greencover as’ (ceras), H,0,, AS y Algaenzims, cuando las plantas estdn bajo estrés hidrico y determinar los
efectos en el crecimiento, fisiologia y caracteristicas de calidad bioquimica en los frutos.
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MATERIALES Y METODOS

El experimento se estableci6 en un macrotunel de 350 m? con paredes de fibra de vidrio, techo de
polietileno, pared himeda y extractores de aire del departamento de Horticultura, en la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro en Saltillo, Coahuila, México. El material vegetal utilizado fue plantas de frambuesa XE25,
establecida en macetas de 11 L, con sustrato de crecimiento compuesto por fibra de coco-peat moss 60:40 (v/v)
con valores de propiedades fisicas de 88% de porosidad total, 25% aireacion y 63% de retencién de humedad.
El experimento se establecié bajo un disefio completamente al azar con cinco tratamientos: greencover as” (cera
natural: 5 mL L"), H,O, (10* M), 4cido salicilico (0.27 mM), algaenzims® (7.5 mL L") y el control con recuperacién
del 50% del volumen transpirado y con potencial hidrico similar al resto de plantas y cuatro repeticiones con dos
plantas por unidad experimental 40 unidades experimentales en total, dispuestas en doble hilera regadas son
solucién Stainer (Steiner, 1961).

La aplicacion foliar de tratamientos se inicié 90 dias después del trasplante (DDT) con plantas de 60 cm de
altura, mientras que la induccidn del primer episodio de estrés hidrico fue a los 89 DDT y consistié en detener el
riego hasta registrar un potencial hidrico de xilema de (-0.8 MPa) medido con la cdmara de presién portétil Tipo
Scholander (PMS Instrument Company, Albany, OR), esto sucedié al segundo dia y posterior a ello se hicieron
riegos de recuperacion, y se repitieron periodos de estrésy aplicacion de tratamientos de forma quincenal hasta
completar tres.

Para determinar efectos que tuvieron los estimulantes sobre las plantas de frambuesa se determinaron
variables agronémicas y de crecimiento como didmetro de tallos con un vernier (Mitutoyo Corp., Kanagawa,
Japdn), la altura de plantas, longitud de raiz, con un Flexometro gripper (Truper, S.A. de C.V, México), peso seco de
raiz, peso seco de biomasa aérea y rendimiento con una béascula electrénica Baco-30, Rhino (Rhino instruments,
México). Las caracteristicas de calidad que demanda el mercado como solidos solubles totales se determiné con
un refractémetro Master, 53°, Atago (Atago Co., LTD, Japén), pH con el uso de un potenciémetro HI 98107, Hanna,
(Hanna® instruments, Rusia) y acidez titulable se obtuvo por titulacién con hidréxido de sodio (AOAC, 2000).

Las variables de respuesta fisiolégica como la tasa de fotosintética pmol CO, m™2 s, transpiracién mol
H,O m=? s7! y conductancia estomética mmol H,O m=? s™", fueron determinadas en hojas maduras expuestas y
orientadas al este, empleando el equipo de fotosintesis portatil LI-6800, LI-COR (LI-COR, Inc, Nebraska USA),
bajo saturacién de luz de (850 pmol m=2s7"). Con los datos obtenidos se obtuvo la eficiencia instantanea del uso
de agua (EiUA). Adicionalmente se determiné érea foliar especifica (AFE), como variable morfolégica, se obtuvo
mediante muestras de ldminas foliares con drea conocida, y su divisién entre su propio peso seco, para obtener
cm? de hoja por g de peso. Las variables de calidad bioquimica como la vitamina C se determiné mediante
la metodologia reportada por Padayatt et al. (2001). El procedimiento consiste en pesar 10 g de fruto, triturar
en mortero, con 10 mL de &cido clorhidrico al 2% (v/v) a continuacién el resultado se homogeniza en 40 mL
de agua destilada, se filtra y se recoge en un matraz, 10 mL del sobrenadante se titulan con 2,6-diclorofenol
(1 x 10 N) hasta alcanzar el color rosa. Posteriormente la vitamina C se calculé con la formula mg 100 g PF=
(mL 2.6 diclorofenol x 0.0088 x volumen total x 100) / (volumen de alicuota por peso de muestra).

La determinacion de antocianinasinvolucré la metodologia de Atanackovié¢etal.(2012), que consistié en tomar
100 mg de fruto liofilizado de frambuesa, adicionar 2 mL de solucién extractora etanol/agua/HCI concentrado
en proporcién (70:29:1), se homogenizé con vortex y se colocd en bafio de ultrasonido por cinco minutos, para
posteriormente centrifugara 12 000 rpm por 10 minutos. Se leyé el sobrenadante a 540 nm en espectrofotémetro
UV-Vis y se calculd la concentracion en equivalentes de malvidin-3 glucdsido. Los fenoles totales se obtuvieron
usando la metodologia de Ainsworth y Gillespie (2007) mediante espectrofotometria utilizando reactivo Folin-
Ciocalteu 1M. La técnica consistié en colocar 50 ul de extracto de biomoléculas més 200 ulL de reactivo Folin-
Ciocalteu 1M, 500 uL Na, CO,20% (m/v) y 5 mL de agua destilada. Esto se reposé a 45° durante 20 minutos,
para generar la reaccion y se leyd la muestra en espectrofotémetro UV-Vis a longitud de onda de 750 nm, los
resultados se interpolaron en la curva de calibracién trazada con &cido gélico.

Analisis Estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis de varianza (ANVA) usando el programa Infostat (Di Rienzo
etal., 2008) y para la comparacién de medias se us6 LSD Fisher (P < 0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Variables Agronémicas

Los valores de los componentes vegetativos de la planta como son altura y longitud de raiz muestran
diferencias estadisticas significativas, mientras que no se reflejaron en el didmetro del tallo ni en el peso del fruto
(Figura 1c, d). Las plantas tratadas con el producto a base de ceras naturales aumentaron su altura en 10.48% al
comparar con las plantas control, esto ocurre al favorecer el proceso fotosintético por refraccién de la radiacion
excesiva (Xue, Zhang, Lu, Chen y Chen, 2017), (Figura 1a). El comportamiento de las plantas sometidas a una
condicidén de estrés hidrico, tienden a reducir aspectos como el area foliar, contenido relativo de agua, potencial
hidrico y contenido de clorofila Ahmad et al. (2021), de esta manera se produce menor cantidad de biomasa
afectando el crecimiento.

La aplicaciéon de los bioestimulantes: H,O,, algas marinas y AS, no generaron diferencias estadisticas
significativas en los valores de altura comparados con el control.

La longitud de las raices de las plantas incremento con el uso de ceras, H,0O,, AS y algas marinas, superando al
control en 104.47,107.46, 182.08 y 76.11% respectivamente (Figura 1, b). El uso de ceras favorece el crecimiento
de raices debido a que este componente cuticular cumple la funcion de reducir la tasa de transpiracién como lo
enuncia Patwari et al. (2019) y en combinacidn con la proteccién de la excesiva radiacion solar explicada por Xue
etal.(2017)es posible mantener niveles fotosintéticos que permiten sintetizar complejos de carbono que permitiran
el crecimiento de raices para tener mayor superficie de exploracién en la busqueda de agua. Con respecto a las
aplicaciones de H,O, a concentracién de 600 pmol se ha reportado que es capaz de promover el enraizamiento,
esto ocurre a través de la proteccion de la estructura mesofilica, que trae mejoras en el aparato fotosintético
permitiendo la produccién de carbohidratos y nitrégeno que puede emplearse para zonas en crecimiento como
la raiz (Liao, Huang, Yu y Zhang, 2012), también se ha encontrado que el H,O, al 2% mejora el crecimiento en
plantas al estimular la division y alargamiento celular (Farouk y Qados, 2018), este mismo mecanismo también es
estimulado por el acido salicilico y permite aumentar de la longitud de raices (Li, Sun y Liu, 2022). El uso de algas
es capaz de regular genes que codifican para aumentar el crecimiento de raiz y a la promocién de la resistencia al
estrés abidtico (Kumar, Trivedi, Anand y Ghosh., 2020a; Battacharyya, Badgohari, Rhathor y Prithiviraj, 2015).
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Figura 1. Influencia de los tratamientos con bioestimulantes en la (a)
altura, (b) longitud de raices, (c) diametro de tallo y (d) rendimiento
de frambuesa bajo estrés hidrico moderado (-0.8 MPa). Letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas a P < 0.05.
Figure 1. Influence of treatments with biostimulants on (a) height,
(b) root length, (c) stem diameter and (d) raspberry yield under
moderate water stress (-0.8 MPa). Different letters indicate statistically
significant differences at P < 0.05.
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El didmetro del tallo de las plantas y el rendimiento expresado como peso de fruto por planta (Figura 1c, d),
no se vieron afectados por la aplicacién de los tratamientos, sin embargo, se aprecia una tendencia numérica
a incrementar los valores en esta Ultima variable, lo que sugiere que al incrementar el nimero de aplicaciones
podria obtenerse diferencias estadisticas significativas. Investigadores como Orabi, Dawood y Salma (2015) con
dosis mas altas lograron obtener mejoras en el rendimiento de dos cultivares de tomate con la aplicacién de
H,O,y AS en dosis de 0.5 y 1.0 mM respectivamente, sin embargo, la condicién de estrés estudiada fue baja
temperatura, que no involucra la disminucién del agua en tejidos como lo hace el estrés hidrico, pero si impide
su uso por las plantas.

La cuantificacién de biomasa seca de raizy biomasa seca aérea mostraron diferencias estadisticas significativas,
y para ambos componentes el efecto del AS produjo valoresiguales al control (Figura 2a, b). La biomasa seca aérea
supero en peso al control con 69.78 y 64.68% cuando se aplicaron, ceras y algas, respectivamente (Figura 2a),
la posible explicacion de esto es que las ceras son un rasgo natural de las plantas que puede reflejar y proteger
a las plantas de la radiacién excesiva, permitiendo generar mejores condiciones para desarrollar las funciones
metabdlicas, que eventualmente permiten la acumulacion de biomasa (Xue et al., 2017), mientras que los
extractos de algas ejercen efectos gracias a la complejidad de sus constitucion que alberga polisacéaridos, macro
y microelementos, vitaminas y fitohormonas, que sirven como sustratos del metabolismo, induciendo répidas
respuestas fisiolégicas que promueven el crecimiento y desarrollo (Mutale-Joan et al., 2020). Estos resultados
concuerdan con El-Dayem (2018) quien tras aplicar de 4 mL L' de extracto de algas aumento significativamente
la biomasa seca aérea de alcachofa. Por otro lado, los resultados de biomasa seca de raiz donde el H,O, superé
al control con un 100% (Figura 2b), son congruentes con el incremento de biomasa seca de raiz observado en
el cultivo de tomate en condiciones de baja temperatura, cuando se aplicé una dosis de 1.0 mM de (Orabi et al.,
2015). En el trabajo de Sun, Wang, Liu y Pengi (2016) la aplicacién de H,0, a 1.5 mM en plantas de pepino bajo
estrés hidrico, produjo un aumento significativo de la biomasa total de planta respecto a plantas no tratadas. Por lo
que el potencial del H,O, para regular el metabolismo de especies vegetales, puede inducir mayores rendimientos
en condiciones 6ptimas como estresantes (Rodriguez-Ruiz, Zuccarelli, Palma, Corpas y Freschi, 2019).

Variables de Calidad Comercial

Los valores de SST medidos en °Brix en los frutos muestran diferencias estadisticas significativas (Figura 3a).
El estdndar que se maneja en México y California para su distribucion en Estados Unidos, empleando atmosferas
modificadas es un valor minimo de 9 °Brix (Madrid y Beaudry, 2020), en el presente estudio en todos los
tratamientos superaron este nivel, no obstante el H,O,, generd el mayor incremento permitiendo valores sobre
11 °Brix (Figura 3a), siendo esto un incremento del 14.74% al comparar con los frutos de las plantas control. Por
otro lado, en los niveles de acidez titulable (Figura 3b), un pardmetro Util en la percepcién del sabor, solo se
aprecié una disminucién del 38.5% con la aplicacion de algas marinas, por lo que se podria aseverar que solo este
tratamiento se encuentra dentro del estandar menor al 0.7%, sin embargo, esto esté relacionado con la madurez
del fruto y este aspecto se puede manejar durante la cosecha (Jayasena y Cameron, 2008). Los 4cidos orgénicos
son sustratos para enzimas en el proceso respiratorio, por lo que cuando esta actividad incrementa los valores de
ATy pH (Figura 3c), disminuyen al ser consumidos mientras que el fruto madura (Fitch-Vargas et al., 2019).

Variables Fisiolégicas

La aplicacion de biestimulantes resulto benéfico para las plantas de frambuesa bajo estrés hidrico moderado
(-0.8 MPa), mejorando la tasa fotosintética y conductancia estomatica (Figura 4a, c). Por otro lado, la tasa de
transpiracion no mostré diferencias estadisticas significativas, pero se pudo observar valores que tienen la misma
tendencia que las dos variables anteriores.

Los tratamientos con ceras, AS y algas marinas superaron con 48.1, 39.5 y 32.6% la tasa fotosintética neta
de las plantas control, mientras que en conductancia estomética las ceras fueron superiores al control en
100%. Los resultados obtenidos son relevantes ya que se ha documentado que bajo condiciones de estrés
hidrico la fotosintesis se afecta por varias vias, una de ellas es el cierre estomético que impide el ingreso de
CO, para carboxilaciéon de la enzima ribulosa 1.5 bifosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO), lo que induce a la
fotorespiracién, ademaés es capaz de afectar la actividad enzimética, metabolitos secundarios, produccién de
pigmentos, como también se afecta la cadena ciclica y no ciclica de transporte de electrones que disminuye la
produccién de ATP y reducciéon de NADP a NADPH (Lisar, Motafakkerazad, Hossain y Rahman, 2012).
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Figura 2. Efecto de bioestimulantes sobre (a) peso seco de biomasa aérea y (b) peso seco de raiz en frambuesa
sometida a estrés hidrico moderado (-0.8 MPa). Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas a P < 0.05.
Figure 2. Effect of biostimulants on (a) dry weight of aerial biomass and (b) dry weight of root in raspberry
subjected to moderate water stress (-0.8 MPa). Different letters indicate statistically significant differences at P < 0.05.

El rango de los valores de la tasa fotosintética, en la presente investigacién fue de 8 a 13 pmol CO, m™? 5™
(Figura 4a). Uno de los aspectos relevantes a presentar como responsables de la mejora significativa de la
actividad fotosintética, es el mantenimiento de la actividad de RuBisCO, la cual se mantiene funcionando en
plantas de girasol tolerantes a estrés hidrico y calor debido a una mayor sintesis de cuticula en hojas (Killi, Bussotti,
Raschiy Haworth, 2017). Bajo esta premisa la aplicacion del tratamiento con ceras naturales sobre las plantas de
frambuesa sugiere que estas ejercieron influencia en la refraccion y absorcién de la radiacién espectral (Barthlott,
Mail, Bhushan y Koch, 2017; Sharma et al., 2018), impidiendo la elevacién de la temperatura de hojas, evitando
desnaturalizacién de enzimas y asi incrementar la fijacion de CO, en comparacién con el control. Ademas, la
cuticula por su naturaleza hidréfoba tiene la funcion conjunta de disminuir el flujo de agua excesivo del interior
de la planta a la atmosfera por el proceso de transpiracion (Eichert y Fernandez, 2012; Xue et al., 2017).
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Figura 3. Efecto de bioestimulantes sobre (a) solidos solubles totales, (b) acides titulable y (c) pH en
frutos de frambuesa sometida a estrés hidrico moderado (-0.8 MPa). Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas a P < 0.05.

Figure 3. Effect of biostimulants on (a) total soluble solids, (b) titratable acids and (c) pH in raspberry fruits
subjected to moderate water stress (-0.8 MPa). Different letters indicate statistically significant differences at P < 0.05.
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Figura 4. Efecto de bioestimulantes sobre (a) tasa fotosintética, (b) transpiracién y (c) conductancia estomética en plantas de
frambuesa sometidas a estrés hidrico moderado (-0.8 MPa). Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas a P < 0.05.
Figure 4. Effect of biostimulants on (a) photosynthetic rate, (b) transpiration and (c) stomatal conductance in raspberry
plants subjected to moderate water stress (-0.8 MPa). Different letters indicate statistically significant differences at P < 0.05.

En condiciones de estrés hidrico se ha visto que la funcién de las ceras, se correlacionan en forma negativa
con algunos aspectos fisioldgicos, por lo tanto, mayor nivel de estas produce menor transpiracién, impidiendo
que el potencial hidrico sea menos negativo y esto permite aumentar el proceso fotosintético (Ahmad et al.,
2021). Esto es fundamental en plantas sometidas a estrés hidrico, ya que al regular la radiacién incidente se evita
el calentamiento excesivo de la hoja que conduce al cierre estomético con efectos fisioldgicos negativos. Por otro
lado, al impedir el flujo excesivo del agua desde el interior al exterior de la hoja se puede utilizar y optimizar en
procesos que implican el uso de esta molécula.

En referencia al AS a nivel celular, es una hormona cuyo efecto se centra en el niucleo donde regula la
actividad de genes, el aumento de esta hormona es proporcional a la exposicion al estrés, que, en coordinacion
con el 4cido abscisico y el etileno, fomentan la acumulacion de glicina betaina, cuyo efecto osmoprotector puede
proteger a las enzimas relacionadas al aparato fotosintético, mejorando el desempefio de este Ultimo (Monteiro,
Goncalves, Cortez y Castro, 2022). Referente a la aplicacidén de AS, Aires et al. (2022) reportaron que su aplicacion
en concentraciones de 1.2 y 1.4 mM en plantas de tomate, incrementaron los valores de todas las variables de
intercambio gaseoso, como fotosintesis, transpiracion, conductancia estomaética, concentracion interna de CO2
y la eficiencia en el uso de agua, incluso superando a testigo sin déficit hidrico, lo que no ocurrié en nuestro
experimento pudiendo ser por las diferentes concentraciones aplicadas.

Por otra parte, en referencia a la aplicacion de extractos de algas se ha reportado que estas mejoran la actividad
fotosintética, a través del aumento en la produccién de pigmentos fotosintéticos como clorofila a, b y carotenoides,
ademés de reducir el dafio en membranas reduciendo la producciéon de malondialdehido (Kusvuran, 2021). De
esta forma el uso de este bioestimulante se convierte en una herramienta que ayuda a mitigar los efectos del estrés
hidrico, coincidiendo con los resultados obtenidos en fotosintesis de este trabajo en frambuesa.

Aun cuando el tratamiento con H,0, no generé diferencias significativas en estas variables fisioldgicas, Shan y
Ou (2018) mencionan que esta molécula sefal es activada bajo estrés hidrico, lo que desencadena la actividad de
enzimas antioxidantes como ascorbato peroxidasa (APX), glutation reductasa (GR), deshidroascorbato reductasa
(DHAR) y glutation elevando la tolerancia al déficit hidrico. Sun et al. (2016) demostraron que la aplicacién de
1.5 mM de H,0,, puede aumentar la tasa fotosintética en plantas de pepino bajo condicién de estrés hidrico,
estimulando el sistema de defensa antioxidante y ajuste osmético que disminuye la peroxidacién lipidica de las
membranas, para mantener la turgencia celular.

La facilidad con la que se mueven el CO, desde la superficie de la hoja hasta el interior del mesédfilo, para
fijarse, finalmente en el estroma se denomina conductancia del meséfilo (gm) que se determina con la férmula
de Fick Gm= An/(Ci-Cc) donde An es la tasa de fotosintesis, Ci es a concentracién intercelular de CO, y Cc es
la con centracién del CO, en el cloroplasto, por lo tanto se considera esta ecuacién como el punto central del
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intercambio de gases en plantas, lo cual en conjunto con la conductancia estomatica y la conductancia de la capa
limite determinaran la actividad fotosintética que se considera flujo primario del carbono (Knaueretal., 2020). Bajo
este sustento se puede apreciar que cuando los valores de la conductancia estoméatica fueron numéricamente
mas altos, también se mejora la tasa fotosintética (Figura 4a).

Eficiencia Instantanea en el Uso del Agua

Escobaretal.(2018) hace una distincién en la eficiencia intrinseca del uso de agua en A/gs (EIUA) y la eficiencia
instantanea del uso de agua (EiUA) A/E, para ambos casos el resultado muestra relacion de la cantidad de agua
requerida para fijar CO,. Aun cuando la fotosintesis estd mas influenciada por la disponibilidad hidrica que la
conductancia estomatica gs, una disminucién en la tasa de esta Ultima variable se reflejaria en una mayor EiUA.
Sin embargo, bajo la presién de otras fuentes de estrés como la alta temperatura la disminucién de gs por efecto
del cierre de estomas afecta negativamente la tasa fotosintética (Flexas et al., 2016).

Pese a la validez de la eficiencia intrinseca en el uso de agua a nivel de las hojas EIUA, cabe mencionar que
esto no siempre se relaciona con el uso eficiente del agua a nivel de planta, ademas de que estos valores siempre
tienden a fluctuar a lo largo del dia, a lo largo de una estacién del afio y etapa fenoldgica de las plantas debido a
las condiciones ambientales externas (Medrano et al., 2015; Escobar et al., 2018).

Las plantas de frambuesa asperjadas con diversos bioestimulantes no presentaron diferencia significativa en
EiUA, sin embargo, se aprecian diferencias numéricas indicando que con el uso de H,O,, las plantas son menos
eficientes, puesto que necesitan méas cantidad de agua para fijar CO, (Figura 5b). Considerando que la hora de
toma de lecturas fue al medio dia, es importante destacar que esta condicién soleaday su impacto en las plantas
se aminora con la presencia de las ceras aplicadas en forma foliar por su efecto refractivo, ya que la EiUA esta
determinada por la radicacion interceptada (Medrano et al., 2015).

Area Foliar Especifica
En las plantas de frambuesa tratadas, el drea foliar especifica (AFE) (Figura 5a) como variable de respuesta

morfoldgica no mostro diferencias estadisticas significativas. Sin embargo, se puede apreciar un aumento
numérico en los valores obtenidos cuando se aplican los bioestimulantes respecto al control.
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Figura 5. Efecto de bioestimulantes sobre (a) area foliar especifica y (b) eficiencia
instantanea en el Uso de Agua (EIUA) en plantas de frambuesa sometidas a estrés
hidrico moderado (-0.8 MPa). Letras diferentes indican diferencias estadisticas
significativas a P < 0.05.

Figure 5. Effect of biostimulants on (a) specific leaf area and (b) instantaneous
Water Use Efficiency (IWUA) in raspberry plants subjected to moderate water stress
(-0.8 MPa). Different letters indicate statistically significant differences at P < 0.05.
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Segun Lawrence, Stinziano y Hanson (2019) el area foliar especifica es un valor resultado de la division del
area foliar entre la masa seca foliar, que determina el grosor o densidad de la hoja, valores bajos presentan
células empalizadas adicionales, o mas largas y por lo tanto con mayores cantidades de cloroplastos, enzimas
fotosintéticas y mejor desempefio fotosintético. No obstante, esto no siempre funciona de esta manera, dado
que los cloroplastos disminuyen la produccién de clorofila, debido a la disminucién o extincién de la radiacion
a medida que estd a traviesa capas adicionales de células y por lo tanto hay menor aprovechamiento de la
radiacién (Zhang, Chen, Jin, Yang y Li, 2022).

Este indicador morfolégico es regulado a través de la disponibilidad hidrica y la temperatura, tendiendo a
bajar cuando estas condiciones limitantes se incrementan, esto ocurre gracias a la modificacién de érea foliar y
grosor de la hoja cuya principal finalidad es aumentar la eficiencia de los recursos del entorno principalmente
CO,, aguay luz (Zhou et al., 2020).

Otros estudios aclaran que la configuracion de la AFE puede variar en diferentes especies, en respuestas a
los cambios ambientales en el espacio y tiempo, por lo tanto, las situaciones de origen antropogénico como la
escorrentia de fertilizantes o las estaciones del afio con la fluctuacion de la humedad ambiental modifican el AFE
con la finalidad de adaptarse y aprovechar recursos como el agua (Dwyer, Hobbs y Mayfield, 2014).

Calidad Bioquimica

Los frutos de frambuesa analizados mostraron diferencias estadisticas significativas en el contenido de
antocianinas y vitamina C, por otro lado, no se observaron diferencias en el contendido de fenoles totales
(Figura 6a). En conjunto con los metabolitos primarios, las hormonas y los metabolitos secundarios regulan los
procesos metabdlicos de los organismos, aunque a estos ultimos se les atribuye la mediacion de las relaciones
entre planta ambiente, actualmente se justifica su multifuncionalidad pudiendo funcionar como reguladores de
crecimiento, y actuar en defensa de plantas, sefalizacién, almacenamiento y reciclaje (Erb y Kliebenstein, 2020).

Fenoles Totales

En las plantas los compuestos fendlicos son parte importante del grupo de los metabolitos secundarios,
los cuales son fundamentales en procesos de crecimiento vegetal y en la generacion de las respuestas al estrés
ambiental (Chalker-Scott y Fuchigami, 2018). Ademas de que estas moléculas pueden quedarse en forma libre,
también pueden unirse a macromoléculas y matrices alimentarias, esto permite generar alimentos funcionales
con efectos antioxidantes, probidticos, anticancerigenos, antiinflamatorios, entre otras actividades bioldgicas
involucradas en la salud humana (Wang, Li, Ge y Lin, 2020).
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Figura 6. Efecto de bioestimulantes sobre el contenido (a) fenoles totales en equivalentes de acido galico (EAG), (b)
antocianinas en equivalentes de malvidin-3-glucésido (EM-3-G) y (c) vitamina C en frambuesa sometida a estrés hidrico
moderado (-0.8 MPa). Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas a P < 0.05.

Figure 6. Effect of biostimulants on the content of (a) total phenols in equivalents of gallic acid (EAG), (b) anthocyanins
in equivalents of malvidin-3-glucoside (EM-3-G) and (c) vitamin C in raspberry subjected to moderate water stress
(-0.8 MPa). Different letters indicate statistically significant differences at P < 0.05.
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En los frutos de frambuesa analizados no se encontraron diferencias estadisticas significativas en el contenido
de fenoles totales sin embargo se encontraron valores de 835%37.6 hasta 1137+52.5 mg EAG 100 g de fruto seco.
Estos valores superan los resultados de Bobinaite, Viskelis y Venskutonis (2012) que encontraron niveles en el rango
de 278.6a714.7 mg 100 g cuando analizaron 17 variedades de frambuesa roja. por otro lado, Pantelidis Vasilakakis,
Manganaris y Diamantidis (2007) encontraron valores que oscilan entre 1040.95+15.91 a 2494+77 expresados en
mg EAG 100 g, valores dentro de los cuales se encuentran los frutos analizados en esta investigacion.

Investigaciones como la de Latif et al. (2016) demostraron efectos benéficos, cuando aplicaron AS a una
concentracion de 10° M L' en plantas de maiz bajo sequia, aumentando en contenido de compuestos fenélicos,
y proteina total, ademas de mejorar el peso fresco del brote, el peso seco del brote, el peso fresco de raiz, el peso
seco de raiz, la longitud de raiz y el area radicular.

Kumar et al. (2020b) aseveran que la acumulacién de los compuestos fendlicos es una respuesta normal de
las plantas sometidas a estrés por sequia, para proteger a la planta del dafio oxidativo ocasionado por las ERO y
traslocar estos antioxidantes al fruto justificando los niveles encontrados en la presente investigacién.

Antocianinas

Las antocianinas son uno de los fitoquimicos antioxidantes mas importantes en los frutos de frambuesa (Rao y
Syder, 2010). Estos compuestos organicos clasificados dentro del grupo de flavonoides son los responsables del
color de hojas, flores y frutos, su sintesis es por medio de la derivacion de la via fenil propanoide, cuyo precursor
es el aminoécido fenilalanina y de donde pueden sintetizarse todos los compuestos fenélicos (Mannino, Gentile,
Ertani, Serio y Bertea, 2021).

Los frutos de frambuesa analizados mostraron diferencias estadisticas significativas en el contenido de
antocianinas, las plantas tratadas con los bioestimulantes: ceras, H,O,, AS y algas, superaron los niveles del
tratamiento control con 7.86, 15.78, 21.7 y 29.56%, respectivamente.

Considerando a Mannino et al. (2021) quien menciona que una de las funciones es la proteccién contra altas
intensidades de radiacion y luz UV-B, el tratamiento que promovié la menor concentracién comparado con el control
fueron las ceras, esto se puede atribuir al caracter refractivo de radiacion que cumplen las mismas, lo cual disminuyé
la cantidad de radiacién a la que estaban sometidas las hojas, impidiendo la produccién al alza de estos antioxidantes.

Moléculas como H,0O, se encuentran implicadas en diversos procesos regulando el metabolismo, por lo que
al ser aplicadas de manera exégena permite mejorar el desempefio fotosintético, crecimiento y la proteccion
antioxidante donde las antocianinas juegan un papel muy importante (Khan, Yusuf y Fariduddin, 2018).

Pantelidis et al. (2007) reportan valores en el rango 35.1£2.6 hasta 49.1£7.8 mg equivalentes de cianidin-
3-glucosido por 100 g de fruto de frambuesa. Estos valores fueron superados en esta investigacién, logrando
obtener niveles de 106.6 hasta 138.13 mg equivalentes a cianidin-3-glucosido por 100 g de fruto seco (Figura éb).

Vitamina C

Las vitaminas son compuestos orgénicos con alta capacidad antioxidante, los resultados de esta investigacion
demostraron que la aplicacion de: ceras, H,O, y AS, aumentaron el contenido de vitamina C en 7.2, 21.14 y
16.73%, con referencia al control, mientras que no se demostré ningin aumento con la aplicacién del producto
a base de algas marinas.

Los niveles de esta vitamina se han encontrado en rangos de 31+0.8 a 32.4+2.1 mg 100 g' en frambuesas
de color rojo (Pantelidis et al., 2007), estos valores coinciden con los encontrados en este estudio (Figura 6d).
Ademas, se conoce que la exposicion a condiciones ambientales adversas y hormonas vegetales como el AS
es capaz de generar aumentos en los niveles de la vitamina C en frutos (Zheng et al., 2022). Por otro lado, las
moléculas como el H,O, pueden aumentar los niveles de &cido ascérbico mediante la induccién de la defensa
antioxidante (Ahmad, Basra, Afzal, Farooq y Wahid, 2013).

La importancia de la vitamina C en la salud humana reside en su papel como cofactor de enzimas, ademas
de la capacidad antioxidante que permite hacer frente a procesos inflamatorios relacionados con enfermedades
crénicas y estimular el sistema inmune (Sorice et al., 2014).
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CONCLUSIONES

La aplicacién de ceras naturales, acido salicilico y algas marinas demostraron ser eficaces para promover
aumentos en uno de los procesos fisioldgicos més importantes de las plantas de frambuesa y esto es la tasa de
fotosintesis que promueve el crecimiento a través de generacién de biomasa aérea y de raiz en condiciones de
estrés. En particular el peréxido de hidrogeno actué directamente incrementando la longitud de raiz, biomasa de
raizy condujo a elevar el contenido de vitamina Cy antocianinas dos antioxidantes muy importantes, mismos que
se incrementaron en los frutos de las plantas tratadas con ceras y AS en comparacion con el tratamiento control.

Por lo tanto, el uso de ceras, AS y algaenzims, representan una alternativa Util para hacer frente a los efectos
negativos causados por estrés hidrico y promover la acumulacién compuestos bioquimicos importantes aiin bajo
estas condiciones limitantes.
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