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Efectos hormonales de un
bioestimulante basado en

proteinas animales hidrolizadas
enzimaticamente (Pepton) en plantas
de tomate sometidas a estrés hidrico

Los bioestimulantes han acumulado interés debido a su capacidad
de mejora del crecimiento de las plantas y la tolerancia al estrés abio-
tico. La mayoria de los estudios se centran en sus efectos, pero en
este estudio se examina el mecanismo de accién y el efecto antioxi-
dante de un hidrolizado enzimatico (Pepton) en el perfil hormonal de
las plantas de tomate bajo estrés hidrico. Los resultados indican un
aumento de las fitohormonas promotoras del crecimiento (auxina y
citoquinina) en condiciones de estrés hidrico. También se obtuvieron
niveles mejorados de acido salicilico y acido jasmonico, resultando en
una mayor produccion de vitamina E debido al mayor contenido de
y-tocoferol por unidad de clorofila en los tratamientos con Pepton.
Se concluye que Pepton ejerce un efecto positivo en el perfil hormo-
nal y su equilibrio, y en los mecanismos de defensa en condiciones
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de estrés hidrico.

Introduccion

Los bioestimulantes estan resurgiendo como herramien-
tas importantes para mejorar los rendimientos y mitigar
los efectos negativos del estrés en los cultivos horticolas.
Entre las diferentes categorias de bioestimulantes, los
basados en proteinas animales hidrolizadas enzimatica-
mente representan un enfoque eficaz y atractivo desde
el punto de vista econémico para mitigar los efectos ne-
gativos de los diferentes tipos de estrés en los cultivos
horticolas (Polo y col., 2006; Phelan y col., 2009; Colla
y col., 2014, 2017; Polo y Mata, 2018). Pepton 85/16®
(Pepton) es un bioestimulante natural obtenido mediante
un proceso patentado de hidroélisis enzimatica de protei-
nas animales, disponible en forma de microgranulado y
altamente hidrosoluble (APC Europe S.L., Espana). Pepton
ha mostrado efectos beneficiosos en cultivos comerciales,
sobre todo en condiciones de estrés abidtico.

Las fitohormonas son cruciales para la regulacion del cre-
cimiento vegetativo. Las interacciones entre las fitohor-
monas son responsables de coordinar varios procesos en
el crecimiento y desarrollo de las plantas, especialmente
en respuesta a factores internos y externos. Las auxinas,
citoquininas y giberelinas (GAs) se encargan de promo-
ver el crecimiento vegetativo (Wolters y Jirgens, 20009;
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Davies, 2010). Las principales fitohormonas relacionadas
con el estrés incluyen el &cido abcisico (ABA), el etileno,
los jasmonatos y los salicilatos (Wolters y Jirgens, 2009).
El acido jasmonico desempefa un papel importante en la
coordinaciéon de la defensa contra el estrés biético, por
ejemplo, los ataques por herbivoros o las infecciones por
patdgenos necrétrofos (Wang y Wu, 2013).

A pesar de varios ejemplos de efectos similares a las hor-
monas atribuidos a los bioestimulantes, aplicados en cul-
tivos horticolas (Philipson, 1985; Parrado y col., 2008),
el mecanismo de accién como bioestimulantes de los
péptidos animales hidrolizados sigue siendo una incog-
nita en gran medida. Los péptidos animales hidrolizados
contienen varios aminoacidos, en particular aminoaci-
dos aromaticos como el triptéfano y la fenilalanina, a su
vez precursores de la sintesis de auxina, hecho que se
ha propuesto para explicar su accién (Dai y col., 2013;
Zhao, 2014). Por otra parte, el acido glutamico, la gli-
cina y, en menor medida, la alanina y la arginina se han
considerado metabolitos fundamentales en el proceso de
sintesis de la clorofila (Von Wettstein y col., 1995). Sin
embargo, es necesario investigar para comprender mejor
los posibles mecanismos de accién de estos productos en
cultivos econémicamente relevantes en condiciones de



estrés. Por lo tanto, el presente trabajo se propuso para
entender el mecanismo de accién de un bioestimulante
basado en proteinas animales hidrolizadas enzimatica-
mente (Pepton), que anteriormente ha demostrado pro-
mover el crecimiento y el rendimiento de varios cultivos
horticolas, especialmente en condiciones de estrés.

Materiales y métodos

Condiciones de crecimiento, tratamientos y mues-
treos

Se eligio el tomate como cultivo modelo para estudiar las
acciones de los productos bioestimulantes porque es un
cultivo de alto valor producido en todo el mundo, con un
periodo de crecimiento relativamente corto y su uso en
estudios de investigacion se asocia a un coste menor que
otros cultivos. Ademads, existe abundante informacion so-
bre la variacion de los componentes fisiolégicos de los
tomates asociados a condiciones de estrés. Semillas de
tomate (Lycopersicon esculentum, var. 'Ailsa Craig’), ob-
tenidas del Servicio de Campos Experimentales de la Uni-
versidad de Barcelona, fueron sembradas en macetas de
1 dm? en condiciones de dia largo en una camara de
crecimiento (12 h luz/12 h oscuridad). Después de un
mes de crecimiento, las plantulas fueron trasplantadas a
macetas de 3 dm? y depositadas en un invernadero con
una distancia entre macetas de 20 cm. Se establecieron
dos tratamientos, concretamente, plantas sometidas a
estrés hidrico sin Pepton y plantas sometidas a estrés hi-
drico con Pepton. Para establecer condiciones de déficit
hidrico, las plantas fueron regadas con 0,5 dm?* de solu-
cion nutritiva Hoagland cada dos dias durante las prime-
ras seis semanas, y posteriormente con 1 dm?* cada dos
dias hasta el final del periodo de tratamiento, respon-
diendo de este modo al aumento de la demanda evapo-
transpirativa a medida que avanzaba la temporada hacia
pleno verano. Se aplicé Pepton mediante fertirrigacion
una vez cada dos semanas a una dosis equivalente a 4
Kg/ha, es decir, 200 mg de Pepton disueltos en 0,5 dm?
de agua de riego, que corresponde al nivel recomendado
por el proveedor para este cultivo. Las aplicaciones se
realizaron una hora antes de la puesta del sol. Se recogie-
ron muestras de hojas al inicio del experimento (semana
0), y semanas 2, 4, 8 y 12, una hora antes del amanecer.
Se tomaron muestras de dos hojas jévenes y completa-
mente desarrolladas. Una hoja fue congelada inmediata-
mente en nitrégeno liquido y almacenada a —80°C para
los andlisis del perfil hormonal. Se utiliz6 la otra hoja para
determinar la eficiencia cuantica maxima del fotosistema
Il (F/F,) in situ con el mini-PAM Il (Photosynthesis Yield
Analyser, Walz, Alemania). A continuacion, el limbo de la
hoja fue cortado en dos partes simétricas. Se utilizd una
parte para determinar el contenido relativo de agua. La
otra parte fue congelada inmediatamente en nitrégeno
liquido y almacenada a —80°C para la realizacion de los
analisis de tococromanoles y pigmentos fotosintéticos.

Resultados y discusion

Las plantas sometidas a estrés hidrico mostraron un con-

tenido hidrico relativo por encima del 80% y valores de F,,

F_ por encima de 0,75 durante todo el estudio. El déficit
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Figura 1. Variaciones del contenido enddgeno de auxina y citoquininas en
plantas de tomate tratadas con Pepton en condiciones de estrés hidrico.
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de agua en las plantas sometidas a estrés hidrico fue leve
8000 — | i | | L i en el contenido hidrico relativo, ya que se midié en hojas

Tiempo P =0,001 jovenes completamente,dgsarrolIadas y las hojas més jo-
~@ -Pepton Pepton NS venes se recuperaban (ap|damente bajo las condiciones
—A— + Pepton Interaccion NS de estrés hidrico estudiadas (ciclos de estrés y recupera-
6000 - cion), pero si redujo sustancialmente el crecimiento de las
plantas. La biomasa fue menor en las plantas sometidas
a estrés hidrico comparadas con plantas bien regadas y
Pepton mitigd ligeramente el fenotipo de las plantas so-
metidas a estrés hidrico.

4000 ~
Pepton aumento las fitohormonas relacionadas con
el crecimiento bajo condiciones de estrés

El tratamiento con Pepton bajo condiciones de estrés hi-
drico reveld un efecto significativo sobre el contenido de
las principales fitohormonas relacionadas con el creci-
miento. Bajo condiciones de estrés hidrico, las plantas tra-
tadas con Pepton mostraron una concentracion superior
Tiempo P <0.001 de la auxina acido indol-3-acético frente a |o§ controles en
Pepton NS tpdos los momentos de muestreo qlgl estudio (P < 0,001;
Interaccion NS F!gura1). Por otra parte, la produccién aumentada de au-
2000 + xina en los tratamientos con Pepton también pudo estar
relacionada en parte con los altos niveles de fenilalanina
(5,93%) y los niveles moderados de triptdfano (1,25%),
dos precursores conocidos de la sintesis de auxina.

Asimismo, la concentracion de citoquininas activas como
la trans-zeatina (t2), la cual es conocida por su efecto
promotor de la division celular, también fue mayor en
las plantas tratadas con Pepton en comparacién con los
controles, bajo condiciones de estrés hidrico (P = 0,008),
observandose un 25-30% mas de tZ durante las semanas
2y4.

Las GAs bioactivas intervienen en varios procesos de
0 desarrollo de las plantas, por ejemplo, el tamafo de la
Tiempo P <0.001 planta o su floracién. El tratamiento con Pepton también
600 - Pepton P <0.001 produjo un aumento significativo de GA, y GA, en condi-
Interaccion NS ciones de estrés hidrico (P = 0,004 y P = 0,019, respecti-
vamente). El contenido de GA, aumento progresivamen-
te desde el inicio hasta el final del estudio en las plantas
tratadas con Pepton. En la semana 12, el contenido de
GA, y GA, de las plantas tratadas con Pepton fue seis y
tres veces mayor, respectivamente, en comparacién con
las no tratadas.
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Pepton mejoro la respuesta de defensa bajo condi-
ciones de estrés hidrico
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Las fitohormonas relacionadas con el estrés son crucia-
les para mejorar el rendimiento de las plantas en condi-
ciones desfavorables. Los jasmonatos estan relacionados
==y T T . . T T estrechamente con el estrés bidtico (Wolters y Jirgens,
0 2 4 6 8+ 40, 12 2009) pero también intervienen en la respuesta al estrés
abidtico, por ejemplo, las sequias (Jubany-Mari y col.,

. 2010; Riemann y col., 2015; Ahmad y col., 2016). En el

Floracion  Fructificacion presente estudio, encontramos un efecto significativo de
la aplicacién de Pepton sobre las fitohormonas relacio-
Tiempo (semanas) nadas con el estrés en condiciones de deficiencia hidrica,
especificamente en el contenido de 4cido jasmonico (P
< 0,001; Figura 2). Las plantas tratadas con Pepton bajo
condiciones de estrés hidrico mantuvieron valores de aci-
Figura 2. Variaciones en el contenido enddgeno de acido abscisico, acido do jasménico mas altos que las plantas no tratadas du-
salicilico y acido jasmonico en plantas de tomate tratadas con Pepton en rante todo el estudio. Globalmente, el mayor contenido
condiciones de estrés hidrico. de 4cido jasmdnico observado en las plantas tratadas con
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Pepton puede aumentar la expresion de genes sensibles =3
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estrés hidrico. Concretamente, encontramos que este = o #;
bioestimulante impactaba en el contenido de plastocro-
manol-8 y la relacion plastocromanol-8/clorofila (Figura 3 T A B o
3). Mientras los tocoferoles son omnipresentes en los te- e Pepton NS N eonide 15 8
jidos fotosintéticos de todas las especies de plantas, la _$ & Wk s G
distribucion de plastocromanol-8 y tocotrienoles es méas gn 2
limitada. Se ha demostrado que el plastocromanol-8 y "EE E
los tocoferoles proporcionan tolerancia al estrés (Loyo- §, I}
la'y col., 2012; Fleta- Soriano y Munné-Bosch, 2017). En "E §
nuestro estudio, el efecto significativo de Pepton sobre = | e
el mayor contenido de plastocromanol-8 indica que Pep- g
ton mejora la capacidad antioxidante de las plantas de 1000 4 Time P<0.001 Time P<0.001 g i
tomate. % .g e m&sm mﬁ;‘:ﬂm E:
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A partir de los resultados obtenidos en este estudio, se 25 0 s
concluye que el bioestimulante, basado en proteinas ani- §§ §
males hidrolizadas enziméaticamente (Pepton), ejerce un 8~ 2001 o
efecto positivo sobre el perfil hormonal de las hojas de i
tomate y mejora las defensas abioticas bajo condiciones TR T IR TR
de estrés hidrico, incluyendo las fitohormonas y antioxi- AN AN
dantes relacionados con la defensa. Floracién - Fructficacidn Floracién ~ Frucificacion
Abreviaturas: AAB, acido abscisico; CKs, citoquininas; Tiempo (semanas)

PS, peso seco; Fv/Fm, eficiencia cuantica méaxima del
fotosistema Il; GA, giberelinas; AlA, &cido indol-3-acé- Figura 3. Variaciones en el contenido endégeno de tococromanoles en plan-
tico: IPA, isopenteniladenosina; AJ, 4cido jasmc')nico; tas de tomate tratadas con Pepton bajo condiciones de estrés hidrico.
CRA, contenido relativo de agua; AS, acido salicilico; tZ,
trans-zeatina; tZR, trans-zeatina ribosido.
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