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RESUMEN 

La agricultura constituye uno de los procesos más relevantes a nivel global, no 

solo por su rol fundamental en la alimentación de la población, sino también por 

su impacto en el mantenimiento de un equilibrio ecosistémico. Actualmente, este 

sector enfrenta diversas adversidades, como el incremento en los costos de los 

agroinsumos y la escasez de ciertos recursos esenciales. 

En este contexto, el cambio climático ha emergido como un tema central en el 

ámbito agrícola, dada su capacidad de impactar indiscriminadamente a nivel 

global, independientemente de la ubicación geográfica, el nivel socioeconómico 

o el grado de desarrollo de los países. Chile, reconocido por su marcada 

diversidad climática, ha sufrido de manera significativa las consecuencias de este 

fenómeno. Entre los efectos más notorios destacan lluvias excesivas en invierno 

o, en contraste, la ausencia total de precipitaciones en la estación estival. Desde 

2010, el país experimentó un período prolongado de déficit hídrico, conocido 

como megasequía, que se extendió por más de una década. Este evento afectó 

especialmente a la zona centro-sur de Chile, una región clave para la producción 

frutícola. 

Estos eventos climáticos tienen un impacto significativo en los productores 

agrícolas, quienes se ven obligados a realizar mayores inversiones para 

garantizar la continuidad de sus cultivos y minimizar las pérdidas. Por ello, resulta 

fundamental comprender cómo los déficits hídricos afectan a los cultivos y 

desarrollar estrategias para mitigar sus consecuencias. 

La escasez de agua induce estrés en las plantas, un fenómeno que, en muchos 

casos, se manifiesta de forma visual en etapas avanzadas, dificultando la 

implementación oportuna de medidas correctivas. Este estrés hídrico puede 

influir en múltiples aspectos fisiológicos y bioquímicos de las plantas. Por 

consiguiente, es crucial establecer sistemas de monitoreo constante que 

permitan evaluar el grado de afectación de los cultivos, identificando los 
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parámetros clave para determinar su estado hídrico y fisiológico de manera 

precisa y en tiempo real. 

Los efectos del déficit hídrico en las plantas pueden manifestarse a nivel 

fisiológico y bioquímico. Entre los efectos fisiológicos destacan la caída 

prematura de hojas, la reducción en la tasa fotosintética y, como consecuencia, 

una disminución en el rendimiento agronómico. Por otro lado, los efectos 

bioquímicos son más complejos de evaluar, ya que no son visibles a simple vista 

y requieren metodologías específicas para su medición. 

Entre los cambios bioquímicos más relevantes se encuentra el aumento en la 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), las cuales están 

estrechamente relacionadas con el estrés oxidativo en las plantas. En respuesta 

a este fenómeno, las plantas incrementan la actividad de enzimas antioxidantes 

como mecanismo de defensa. Adicionalmente, se observa un aumento en la 

concentración de ciertas fitohormonas, que desempeñan un papel clave tanto en 

el desarrollo vegetal como en la respuesta adaptativa frente al estrés. A nivel 

molecular, las respuestas genéticas proporcionan instrucciones específicas 

sobre cómo reaccionan las plantas bajo estas condiciones. Sin embargo, estas 

respuestas suelen ser más complejas de interpretar y están determinadas por las 

características individuales de cada cultivo. 

En la zona centro-sur de Chile, uno de los cultivos que más susceptible a las 

adversidades climáticas es el avellano europeo (Corylus avellana L.), una 

especie caducifolia originaria del Medio Oriente, cuyo fruto es altamente valorado 

en la agroindustria, especialmente por su demanda creciente impulsada por 

empresas como AgriChile. Este árbol presenta características particulares frente 

al estrés ambiental, siendo su densidad estomática en las hojas un rasgo 

distintivo que influye en su respuesta fisiológica. 

La producción de avellano europeo ha sido significativamente impactada por la 

reducción de las precipitaciones, dificultando cada vez más su manejo agrícola. 

Aunque se han implementado avances en la eficiencia del riego mediante 
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técnicas modernas y equipos que permiten determinar con mayor precisión el 

momento y la forma óptima de riego, es posible que estas medidas no sean 

suficientes a largo plazo. En este contexto, se están desarrollando nuevas 

estrategias para optimizar el uso del agua. Entre ellas, destacan los hidrogeles, 

polímeros con una alta capacidad de retención de agua, que prolongan la 

disponibilidad hídrica en el suelo, disminuyen la frecuencia de riego y favorecen 

la humedad en el entorno radicular de los cultivos. 

Aunque los hidrogeles sintéticos han mostrado ser efectivos en la retención de 

agua, su origen no natural plantea problemas ambientales y de sostenibilidad. En 

respuesta a esta limitación, han surgido biopolímeros derivados de fuentes 

vegetales, como el alginato extraído de algas marinas. Este compuesto, aunque 

no iguala la capacidad de retención hídrica de los polímeros sintéticos, representa 

una solución más ecológica y amigable con el medio ambiente. Sin embargo, 

estas alternativas aún enfrentan desafíos, lo que resalta la necesidad de innovar 

en el desarrollo de tecnologías más efectivas para garantizar la calidad y 

seguridad de los cultivos frente a condiciones adversas. 

En la actualidad, una de las estrategias prometedoras para mitigar el estrés 

hídrico es el uso de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por 

sus siglas en inglés). Estas bacterias interactúan de manera beneficiosa con las 

raíces de los cultivos, aumentando su tolerancia al estrés mediante diversos 

mecanismos, como el incremento en el desarrollo del sistema radicular y la 

producción de compuestos antioxidantes. Dentro de este grupo, el género 

Bacillus destaca por su eficacia y resiliencia. Estas bacterias son conocidas por 

estimular la síntesis de fitohormonas que favorecen el crecimiento radicular, 

mejorando la capacidad de las plantas para enfrentar condiciones de déficit 

hídrico y optimizando su desempeño bajo estrés. 

La combinación de hidrogeles y bacterias del género Bacillus representa una 

solución prometedora para mitigar los efectos del estrés hídrico, promoviendo 

cultivos más saludables y productivos incluso en condiciones de escasez de 
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agua. Además, los biopolímeros como el alginato proporcionan un medio 

adecuado para la inmovilización y transporte de estas bacterias benéficas, 

facilitando su aplicación directa en los predios donde se requieran. 

En este sentido, se evaluó la respuesta del suelo y de las plántulas de avellano 

europeo (Corylus avellana L.) a la aplicación de un biofertilizante basado en 

hidrogeles y rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR). Los 

resultados indicaron diferencias significativas en el contenido de prolina, tanto 

foliar como radical, entre las plantas tratadas con el bioestimulante y las no 

tratadas. Estas diferencias fueron más pronunciadas en las plantas sometidas al 

nivel más severo de restricción hídrica (30 % de riego, 30I), en comparación con 

aquellas bajo condiciones de riego completo (FI) o moderado (60I). 

Además, como se ha señalado, las rizobacterias promotoras del crecimiento 

vegetal (PGPR) poseen la capacidad de incrementar el contenido de 

antioxidantes en las plantas. Este efecto no solo mejora la tolerancia de los 

cultivos al estrés, sino que también tiene implicaciones relevantes en la síntesis 

de compuestos fenólicos, favoreciendo el desarrollo de alimentos nutracéuticos. 

En este contexto, en el tercer capítulo se estudió la relación entre la aplicación 

de este biofertilizante y la síntesis de compuestos fenólicos en Ocimum basilicum 

var. Purpurascens (albahaca morada). Los resultados mostraron que el contenido 

de antocianos en el control fue significativamente menor en comparación con 

todos los tratamientos, siendo el tratamiento con el biofertilizante el que presentó 

las mayores diferencias significativas. 

Estas herramientas han demostrado un gran potencial para enfrentar los desafíos 

actuales en la agricultura, subrayando la importancia de continuar investigando y 

desarrollando tecnologías innovadoras. De este modo, se pueden establecer 

estrategias sostenibles que contribuyan a un futuro agrícola más resiliente, 

garantizando al mismo tiempo una mayor seguridad alimentaria. 
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SUMMARY 

Agriculture is one of the most important processes at the global level, not only 

because of its fundamental role in feeding the population, but also because of its 

impact on the maintenance of an ecosystemic balance. The sector is currently 

facing several challenges, such as the rising cost of agro-inputs and the scarcity 

of certain essential resources. 

In this context, climate change has emerged as a central issue in the agricultural 

sector, given its capacity to have an indiscriminate global impact, regardless of 

the geographical location, socioeconomic level or degree of development of the 

countries. Chile, known for its marked climatic diversity, has suffered significantly 

from the consequences of this phenomenon. Among the most notorious effects 

are excessive rainfall in winter or, in contrast, the total absence of precipitation in 

this season. Since 2010, the country experienced a prolonged period of water 

deficit, known as the “megadrought”, which lasted for more than a decade. This 

event especially affected south-central Chile, a key region for fruit production. 

These climatic events have a significant impact on agricultural producers, who are 

forced to make greater investments to ensure the continuity of their crops and 

minimize losses. It is therefore essential to understand how water deficits affect 

crops and to develop strategies to mitigate their consequences. 

Water scarcity induces stress in plants, a phenomenon that, in many cases, 

manifests itself visually in advanced stages, making it difficult to implement 

corrective measures in a timely manner. This water stress can influence multiple 

physiological and biochemical aspects of plants. Therefore, it is crucial to 

establish constant monitoring systems to assess the degree to which crops are 

affected, identifying key parameters to determine their water and physiological 

status accurately and in real time. 

The effects of water deficit on plants can be manifested at the physiological and 

biochemical levels. Physiological effects include premature leaf drop, reduction in 

photosynthetic rate and, consequently, a decrease in agronomic yield. On the 
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other hand, biochemical effects are more complex to evaluate, since they are not 

visible to the naked eye and require specific methodologies for their 

measurement. 

Among the most relevant biochemical changes is the increase in the production 

of reactive oxygen species (ROS), which are closely related to oxidative stress in 

plants. In response to this phenomenon, plants increase the activity of antioxidant 

enzymes as a defense mechanism. In addition, an increase in the concentration 

of certain phytohormones, which play a key role in plant development and in the 

adaptive response to stress, is observed. At the molecular level, genetic 

responses provide specific instructions on how plants react under these 

conditions. However, these responses are often more complex to interpret and 

are determined by the individual characteristics of each crop. 

In south-central Chile, one of the crops that has suffered the most from climatic 

adversities is the European hazelnut (Corylus avellana L.), a deciduous species 

native to the Middle East, whose fruit is highly valued in the agroindustry, 

especially because of its growing demand driven by companies such as AgriChile. 

This tree has characteristics in the face of environmental stress, being its stomatal 

density in the leaves a distinctive feature that influences its physiological 

response. 

European hazelnut production has been significantly impacted by reduced rainfall, 

making agricultural management increasingly difficult. Although advances in 

irrigation efficiency have been implemented through modern techniques and 

equipment that allow more precise determination of the optimal timing and form 

of irrigation, these measures may not be sufficient in the long term. In this context, 

new strategies are being developed to optimize water use. These include 

hydrogels, polymers with a high water retention capacity, which prolong water 

availability in the soil, reduce the frequency of irrigation and promote moisture in 

the root environment of crops. 
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Although synthetic hydrogels have been shown to be effective in water retention, 

their non-natural origin raises environmental and sustainability issues. In 

response to this limitation, biopolymers derived from plant sources, such as 

alginate extracted from seaweed, have emerged. This compound, although it 

does not match the water retention capacity of synthetic polymers, represents a 

greener and more environmentally friendly solution. However, these alternatives 

still face challenges, highlighting the need for innovation in the development of 

more effective technologies to ensure crop quality and safety in adverse 

conditions. 

Currently, one of the promising strategies to mitigate water stress is the use of 

plant growth promoting rhizobacteria (PGPR). These bacteria interact beneficially 

with crop roots, increasing their tolerance to stress through various mechanisms, 

such as increased root system development and the production of antioxidant 

compounds. Within this group, the genus Bacillus stands out for its efficacy and 

resilience. These bacteria are known to stimulate the synthesis of phytohormones 

that favor root growth, improving the ability of plants to cope with water deficit 

conditions and optimizing their performance under stress. 

The combination of hydrogels and bacteria of the Bacillus genus represents a 

promising solution to mitigate the effects of water stress, promoting healthier and 

more productive crops even under conditions of water scarcity. In addition, 

biopolymers such as alginate provide a suitable medium for the immobilization 

and transport of these beneficial bacteria, facilitating their direct application in the 

fields where they are required. 

In this sense, the response of soil and European hazelnut (Corylus avellana L.) 

seedlings to the application of a biofertilizer based on hydrogels and plant growth-

promoting rhizobacteria (PGPR) was evaluated. The results indicated significant 

differences in both foliar and root proline content between plants treated with the 

biostimulant and untreated plants. These differences were more pronounced in 
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plants subjected to the most severe level of water restriction (30% irrigation, 30I) 

compared to those under full (FI) or moderate (60I) irrigation conditions. 

Furthermore, as noted, plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) possess the 

ability to increase the antioxidant content of plants. This effect not only improves 

crop tolerance to stress, but also has relevant implications in the synthesis of 

phenolic compounds, favoring the development of nutraceutical foods. In this 

context, the third chapter studied the relationship between the application of this 

biofertilizer and the synthesis of phenolic compounds in Ocimum basilicum var. 

purpurascens (purple basil). The results showed that the anthocyanin content in 

the control was significantly lower compared to all treatments, being the treatment 

with the biofertilizer the one that presented the greatest significant differences. 

These tools have shown great potential to address current challenges in 

agriculture, underlining the importance of continuing research and development 

of innovative technologies. In this way, sustainable strategies can be established 

that contribute to a more resilient agricultural future, while ensuring greater food 

security. 
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CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN GENERAL 

La sequía es uno de los problemas más complejos a nivel mundial para la 

agricultura y la seguridad alimentaria (Rojas, 2020). Chile no está fuera de estos 

eventos de sequía y en la zona centro sur han ocurrido sucesos por más de 10 

años, denominándose mega-sequía (Garreaud et al., 2020). Esta ha provocado 

un aumento de la temperatura ambiental desencadenando una mayor demanda 

hídrica de los cultivos por aumento de evapotranspiración y falta de lluvia 

(Naumann et al., 2018). Además, la sequía u otras situaciones de estrés hídrico 

desencadenan una serie de respuestas en los cultivos que pueden ir en 

desmedro de su producción y/o correcto funcionamiento metabólico. Dentro de la 

capacidad de adaptación, las plantas activan mecanismos bioquímicos y 

fisiológicos, desencadenando cambios microbiológicos en el suelo, que les ayuda 

a desarrollar estrategias para mitigar los efectos ocasionados por estrés hídrico 

(Xie et al., 2019). 

   Las relaciones hídricas de las plantas afectan a los procesos fisiológicos. El 

agua de las plantas, en su camino desde el suelo a la atmósfera, es absorbida 

por la raíz, luego fluye por el xilema, se evapora en los espacios intercelulares 

del mesófilo, y finalmente difunde como vapor de agua a la atmósfera, 

especialmente a través de los poros estomáticos que en alto número perforan la 

epidermis. La cantidad de agua que fluye a través de la planta o circula por unidad 

de superficie de cultivo depende de la oferta de agua del suelo, de las 

características estructurales y funcionales de la planta o el cultivo, y de las 

condiciones atmosféricas. El estado hídrico de la planta dependerá del balance 

entre el agua que la planta absorbe del suelo y la que pierde por transpiración. 

En el interior de la planta, el potencial hídrico es elevado en las raíces y disminuye 

progresivamente en el tallo, fundamentalmente por una disminución en el 
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potencial de presión hidrostática generado por la evaporación del agua en las 

hojas. Estas relaciones hídricas impactan directamente en la fotosíntesis 

(McCully, 1999; Schweiger et al., 2022; Zhang et al., 2017). En condiciones 

normales la fijación del carbono se describe como se observa en la Figura 1, sin 

embargo, bajo estrés hídrico, se desencadena un desequilibrio en la fijación de 

carbono durante la actividad fotosintética (Figura 2), ya que ocurre un cierre 

estomático, generando un cambio en el potencial osmótico e interrumpiendo el 

mecanismo fotosintético de las plantas. Con ello se generan especies reactivas 

de oxígeno (ROS), como el oxígeno singlete (1O2) en el fotosistema II y el 

peróxido de hidrógeno (H2O2) junto con el superóxido (O2-) en el fotosistema I 

causando daño celular por oxidación de las proteínas (Asada, 2006; Noctor et al., 

2014; Pinheiro & Chaves, 2011). 

Figura 1. Esquema de fijación de carbono en condiciones normales 

 
Fuente: Adaptado de (Gan et al., 2019) 
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Figura 2. Esquema de la fijación del carbono bajo estrés hídrico. 

 
Fuente: Adaptado de (Ojuederie et al., 2019) 

 

La escasez de agua reduce la actividad fotosíntetica, reduciendo el área foliar, 

cerrando los estomas y disminuyendo la eficiencia de la fijación del carbono 

(Hemati et al., 2022). Por tanto, el impacto fisiológico más importante del estrés 

hídrico en plantas es la limitación de la fotosíntesis. 

   En estudios realizados en rosa de Damasco (Rosa damascena) se comparó el 

impacto de los tratamientos de sequía con la tasa de fotosíntesis neta, tasa de 

transpiración, conductancia estomática, eficiencia instantánea en el uso del agua, 

temperatura interna del agua en la hoja y de las hojas maduras completamente 

expandidas. En sequía leve (50 % de capacidad de campo (CC)) se observó una 

reducción del 31 % en la fotosíntesis, del 19 % en la conductancia estomática y 

de un 65 % en la eficiencia instantánea en el uso del agua, aumentando la tasa 

de transpiración dos veces. La sequía severa (25 % de capacidad de campo) 
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obtuvo resultados aún más pronunciados, reduciendo la fotosíntesis en un 55 % 

y la conductancia estomática en un 36 %, en relación con las plantas bien 

regadas (Al-Yasi et al., 2020). 

   Por otro lado, como se ha señalado anteriormente, la clorofila puede reflejar el 

estado de crecimiento de las plantas y el grado de estrés, ya que es el pigmento 

más importante y eficaz en la fotosíntesis (Yang et al., 2021). Se ha comprobado 

que la degradación de las moléculas de clorofila se acelera con el estrés por 

sequía, siendo esta degradación mucho mayor en las células mesófilas que en 

células o vainas vasculares en plantas C4 como el maíz (Hemati et al., 2022). En 

cultivares de trigo susceptibles a estrés hídrico el nivel de clorofila disminuye 

significativamente en condiciones de sequía, mientras que el contenido de 

clorofila de los cultivares de trigo resistentes se mantiene (Zaefyzadeh et al., 

2009). En plántulas de alcornoque chino (Quercus variabilis), los contenidos de 

clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), carotenoides (Car) y clorofila total 

disminuyeron significativamente al 40 % y al 20 % de la capacidad de campo, a 

pesar de que no hubo cambios significativos en las relaciones Chl a/Chl b y 

Car/Chl (Wu et al., 2013). 
   Además de los efectos descritos, es importante mencionar que la sequía suele 

ir acompañada con altas temperaturas, afectando y dificultando el crecimiento de 

los cultivos. En un estudio previo en maíz (Zea mays) donde se combinaba 

sequía y estrés térmico, se observó una reducción significativa tanto de la altura 

de la planta como de su peso fresco y del peso seco de los brotes, además del 

diámetro del tallo y área foliar (Hussain et al., 2019). 

   En otro estudio previo realizado en huertos de frutales de Corylus avellana L., 

sometidos a distintos tratamientos de riego, se pudo apreciar una disminución 

significativa en el rendimiento, peso del grano y peso del fruto entre el tratamiento 

de mayor riego versus el de menor (Tabla 1). 
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Tabla 1. Efecto de diferentes tratamientos de riego sobre el rendimiento, el peso 
del grano, el peso del fruto, la relación grano/fruto, el contenido de α-tocoferol en 
el grano y la productividad del agua (WP) en Corylus avellana L.  

T Rendimiento 
(kg árbol-1) 

Peso 
grano (g) 

Peso 
fruto (g) 

Grano/Fruto 
(%) 

α-
tocoferol 

(μ g-1) 

WP 
(kg m-3) 

T1 8,1 a 1,52 a 3,32 a 44,5 392,3 0,51 c 
T2 8,0 ab 1,46 ab 3,25 ab 42,2 418,1 0,68 b 
T3 7,8 ab 1,41 b 3,14 ab 41,6 409,2 0,76 ab 
T4 7,5 b 1,37 b 3,04 b 42,6 428,8 0,86 a 

T1 (control), fueron regadas con el 100 % de la evapotranspiración real con un potencial 
hídrico del tallo de >-0,7 MPa, T2, T3 y T4 se regaron cuando el potencial alcanzo los -1,0, -1,3 y 
-1,7 MPa, respectivamente.  (T: tratamiento). Fuente: Adaptado de (Ortega-Farias et al., 2020). 

El crecimiento radicular en las plantas también se ve afectado por estrés hídrico, 

ya que el crecimiento de las raíces se ve favorecido sobre el de las hojas, gracias 

al ajuste osmótico que permite renovar el crecimiento en las raíces (Lisar et al., 

2012). 
   Un mecanismo bioquímico que ayuda a la aclimatación de las plantas en un 

suelo seco o salino es el ajuste osmótico. Varias células vegetales tolerantes a la 

sequía acumulan solutos para regular su potencial y, por tanto, bajar el potencial 

hídrico (ψ) durante períodos transitorios o prolongados de estrés. Esta capacidad 

se denomina ajuste osmótico (AO, por sus siglas en inglés) (Bhatla & Lal, 2018). 

El AO, es la acumulación de solutos en las células de las plantas superiores, 

conocidos como osmolitos, en respuesta a los déficits de agua (Turner, 2018).  

   Los osmoprotectores son iones inorgánicos y solutos orgánicos, que ajustan el 

potencial osmótico mediante el aumento o disminución de sus concentraciones 

y, por lo tanto, aumentan la retención de agua celular durante el estrés hídrico 

(Ozturk et al., 2021). Esta acumulación de solutos produce una disminución del 

ψ en raíces, siendo menor que el del suelo, el cual suele estar entre 1,2 a 1,8 

MPa permitiendo así a la planta poder captar agua del medio (Munns et al., 2020). 
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   Los azúcares, cumplen un rol importante para el crecimiento y reguladores de 

la expresión génica además de funcionar como osmoprotectores durante el 

estrés (Iqbal & Nazar, 2015). La respuesta inicial al estrés por sequía parece estar 

asociada a un aumento de monosacáridos, mientras que la respuesta más tardía 

parece estar asociada a un aumento de fructanos (Kerepesi & Galiba, 2000).  

   Las plantas acumulan estas moléculas con función osmótica durante los 

episodios de exposición al estrés abiótico, donde también encontramos 

aminoácidos. Entre estos osmolitos encontramos prolina, glicina betaína y ácido 

gamma-aminobutírico (GABA, por sus siglas en inglés) que se han convertido en 

candidatos para mejorar la tolerancia al estrés (Iqbal & Nazar, 2015). La prolina 

es un protector de los osmolitos, siendo fundamental también para la síntesis de 

proteínas (Liang et al., 2013). La prolina actúa como soluto compatible para 

proteger las células vegetales bajo estrés osmótico y actúa como chaperona 

molecular (Iqbal & Nazar, 2015), así como también aumenta las actividades 

enzimáticas (Furlan et al., 2020). También se ha reportado que la prolina alivia la 

acidosis citoplasmática, estabiliza las proteínas, incluidas las enzimas 

antioxidantes, y minimiza los efectos dañinos de las ROS a través de varios 

mecanismos (Furlan et al., 2020).  

   Por otro lado, glicina betaína (N,N,N-trimetilglicina) se acumula ampliamente en 

las plantas y otros organismos (Chen & Murata, 2002). La glicina betaína (GB) es 

un soluto compatible que actúa en la osmorregulación, siendo un pequeño 

metabolito orgánico, el cual puede desempeñar potencialmente un papel crucial 

en la protección eficaz contra la sal, la sequía y el estrés por temperaturas 

extremas (Chen y Murata, 2008, 2011; Giri, 2011). La biosíntesis de GB es 

inducible por el estrés y su concentración varía entre las especies vegetales, 

oscilando entre 40 y 400 μ mol (g Peso seco)-1 (Iqbal & Nazar, 2015) (Tabla 2). 

 

  



 7 

Tabla 2. Tipos de osmolitos y su función en plantas. 

Tipo de osmolitos Osmolitos Función 
Aminoácidos Prolina, alanina, glicina, 

glutamina, asparagina, 
ácido γ-aminobutírico, 

ácido pipecólico citrulina, 
ornitina 

Precursores de la mayoría 
de los osmolitos, alivio de 
la acidosis citoplasmática, 

previene el daño de la 
membrana y la toxicidad 

iónica 
Compuestos de 

amonio cuaternario 
Glicina-betaína, β-alanina 
betaína, prolina betaína, 

colina-O-sulfato, 
hidroxiprolina betaína, 

pipecolato betaína 

Protección contra el daño 
de la membrana, actividad 
enzimática, regulación de 

ROS desintoxicación 

Sulfonio terciario 
compuestos 

Dimetil sulfonopropionato 
(DMSP) 

Osmoprotección, 
desintoxicación exceso de 

azufre 
Azúcares Sacarosa, trehalosa, 

fructosa, maltosa, ramnosa 
Ajuste osmótico y en 
estabilización de las 

membranas 
Alcoholes de azúcar Pinitol, manitol, mioinositol, 

ononitol, sorbitol 
Facilita el ajuste osmótico 
ajuste osmótico y actúa 

como moléculas de 
señalización 

Fuente: Adaptado de (Iqbal & Nazar, 2015) 

A nivel molecular, los principales marcadores de estrés oxidativo inducidos por la 

sequía son la peroxidación lipídica (LPO por sus siglas en inglés) medido por el 

contenido de malondialdehido (MDA) y la acumulación de H2O2, que causan la 

disfunción de varios procesos celulares y fisiológicos, incluyendo la conductancia 

estomática, las funciones de la membrana, la eficiencia del uso del agua, la 

eficiencia de la carboxilación, la respiración, la fotosíntesis o la transpiración. 

Diferentes estudios indican un aumento del contenido de MDA y H2O2 bajo estrés 

por sequía en muchas especies de plantas, como son raps, maíz, soja, alfalfa, a, 

etc., que junto con otros ROS tóxicos da lugar a daños oxidativos 

(Hasanuzzaman et al., 2020). 

   Estas respuestas bioquímicas al estrés hídrico han sido estudiadas, 

observando que existe una serie de vías que señalizan y desencadenan las 



 8 

respuestas al estrés (Mahmood et al., 2019). Entre ellas existen compuestos y 

enzimas que son buenos indicadores de estrés hídrico como la señalada 

anteriormente prolina, o enzimas relacionadas con el estrés oxidativo como la 

malondialdehído, superóxido dismutasa (SOD) o catalasas, así como proteínas 

encargadas del transporte del agua como las acuaporinas. Los daños en los 

lípidos de las membranas celulares de las plantas también son causados por la 

radiación UV-B en presencia de oxígeno, lo que se conoce como peroxidación 

lipídica la cual puede definirse midiendo el contenido de MDA, que se forma a 

través de la oxidación y degradación de los ácidos grasos poliinsaturados 

(Čermelj et al., 2022). El SOD es una enzima antioxidante funcional en animales 

y plantas, la cual aumenta en presencia de ROS generados por estrés biótico y 

abiótico (Stephenie et al., 2020). La actividad de la catalasa se define como la 

cantidad de enzima necesaria para descomponer 1 μmol H2O2 min−1ml−1, la cual 

aumenta en presencia de estrés (Liu et al., 2021). 

Tabla 3. Ejemplo de estrés oxidativos de cultivos sometidos a distintos 
tratamientos de sequía. 

Especies 
vegetales 

Niveles de estrés Indicadores de estrés oxidativo 

 Sequía 
Lolium perenne L. Estrés por sequía, 

retención de riego, 
45 d 

Aumento de EL. Aumento del 
contenido de MDA y H2O2. 

Lens culinaris 
Medik. cv. JL-3 

Las plántulas se 
expusieron al aire 

seco durante 4 h, 3 d 

Reducción del índice de 
estabilidad de la membrana en un 

57%. El contenido de MDA 
aumentó en un 36%. 

Arabidopsis 
thaliana L. 

Estrés por sequía 
(300 mM de d-
manitol), 10 d 

Estrés oxidativo acelerado por la 
elevada generación de ROS. 

Brassica napus L. Déficit de agua (60% 
FC), 21 d 

El producto de la LPO, el MDA, se 
ve notablemente potenciado. El 

contenido de H2O2 se mantuvo sin 
cambios. 
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Olea europaea L. Condición de déficit 
hídrico por retención 

de agua, 20 d 

Aumento de la permeabilidad de la 
membrana celular. 

Oryza sativa L. Estrés osmótico 
(15% seguido de 
20% de PEG), 7 d 

Mayor acumulación de O2--. 
Aumento de la LPO, así como del 

contenido de TBARS. 

Fuente: Adaptado de (Hasanuzzaman et al., 2020) 

Finalmente, se debe señalar que algunas respuestas moleculares han sido bien 

estudiadas bajo condiciones de estrés hídrico. El ácido abscísico (ABA) 

endógeno en ausencia de agua desencadena una serie de respuestas 

fisiológicas, y el cierre estomático, que está regulado por una red de transducción 

de señales. Algunos genes son clave para la biosíntesis de ABA en Arabidopsis, 

siendo su expresión rápidamente inducida por la sequía de una manera 

específica en el tejido vascular y desencadenando una cadena de acciones 

(Osakabe et al., 2014) (Figura 3). Modelo del papel de los factores de 

señalización en el cierre estomático y la señalización retrógrada durante el estrés 

hídrico. 

 

Fuente: adaptade de (Osakabe et al., 2014) 
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Sin embargo, además de los osmoprotectores, enzimas oxidativas y expresión 

génica, cabe destacar el rol de las fitohormonas para mejorar la tolerancia al 

estrés hídrico que será desarrollado en los siguientes capítulos. 

HORMONAS Y DEFICIT HÍDRICO  
Las hormonas endógenas desempeñan un papel crucial frente al estrés abiótico 

y entender su rol fisiológico es clave en el desarrollo de bioestimulantes. 

Respuestas adecuadas durante su aplicación exógena vendrán determinadas 

por la hormona vegetal utilizada y su concentración, la planta o cultivo en la que 

se aplicará y el momento de aplicación. Entre las fitohormonas, el ácido 

jasmónico (JA) ácido abscísico (ABA), ácido salicílico (SA por sus siglas en 

inglés), ácido giberélico (GA por sus siglas en inglés), etileno (ET), auxina y 

citoquinina (CK por sus siglas en inglés) ven alteradas su síntesis (Ullah et al., 

2018). En los siguientes capítulos se revisará el rol de las fitohormonas para 

mejorar la respuesta ante situaciones de sequía. 

Ácido abscísico, etileno, jasmonatos y salicilatos y su rol en el estrés 
hídrico 

Una de las principales hormonas vegetales es el ácido abscísico (ABA), el cual 

regula diversos procesos fisiológicos, entre ellos el potencial hidrico, a través de 

la regulación estomática de las hojas, relacionado con la baja disponibilidad de 

agua, aumentando la producción de ABA (Waterland et al., 2010). La mayor parte 

del ABA se sintetiza en las raíces y luego se transporta a las partes superiores 

de la planta a través de los tejidos vasculares (Ramachandran et al., 2018). En 

Arabidopsis thaliana L., la sobreexpresión del gen del algodón (GhCBF3) 

inducido por ABA conduce a una alta tolerancia a la sequía en líneas transgénicas 

manteniendo los niveles de clorofila, contenido relativo de agua (RWC por sus 

siglas en ingles) y prolina más significativos que en la planta wild type (N. N. 

Wang et al., 2019). ABA desempeña dos funciones en el estrés por sequía: el 

equilibrio hídrico y la tolerancia a la deshidratación celular. El equilibrio hídrico se 
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consigue en prácticamente todas las células mediante el control de las células de 

guarda y la expresión de genes que producen proteínas de tolerancia a la 

deshidratación (Hsu et al., 2021; Razi & Muneer, 2021). Bajo estrés por sequía, 

ABA regula la morfofisiología y bioquímica de los cultivos siendo el cierre 

estomático la respuesta más efectiva y esencial en cultivos bajo estrés por sequía 

(Pál et al., 2018). En olivo (Olea europaea L.), frente estrés ambiental, como 

salinidad, sequía, deficiencia de fosfato, altas y bajas temperaturas, ABA actúa 

como molécula señal regulando las funciones estomaticas y reduciendo la 

traspiración en hojas (Ouledali et al., 2019).  

   En plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) se ha demostrado que el 

tratamiento foliar con ABA exógeno provoca cambios adaptativos como aumento 

de la actividad dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX), catalasa (CAT) y 

glutatión reductasa (GR), entre otras cosas (Li et al., 2021). 

   Por otro lado, el etileno (ET) es una fitohormona gaseosa que regula la 

senescencia, floral, la maduración del fruto, la abscisión de pétalos y hojas, y las 

respuestas de las plantas al estrés (Huang et al., 2022). El ET juega un papel 

vital ante estresores bióticos y abióticos en condiciones de sequía. El peso seco 

de los brotes de seis genotipos de arroz (Oryza sativa L.) fue más significativo en 

el grupo tolerante bajo estrés leve por sequía, relacionado con un aumento de 

etileno (Chandwani & Amaresan, 2022; Gautam et al., 2022).  

   En estudios previos, al incorporar ET de manera exógena junto con ABA en 

plantas de Arabidopsis se demostró la capacidad de inhibir los efectos del ABA 

impidiendo un cierre estomático debido a la aplicación de ET. Sin embargo, se 

han detectado resultados contradictorios, ya que al realizar experimentos 

similares incorporando ET exógeno en plantas de Arabidopsis se facilitó la 

acumulación en células de guarda de H2O2 induciendo el cierre estomático por 

estas vías (Desikan et al., 2006; Tanaka et al., 2005). 

   El ácido jasmónico (JA) y sus precursores y derivados, denominados 

jasmonatos (JAs), tienen una gran importancia en la regulación de procesos 
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fisiológicos tanto en el crecimiento como en el desarrollo de las plantas, en 

especial en la mediación de respuestas al estrés biótico y abiótico (Ruan et al., 

2019). No obstante, en estrés hídrico, las proteínas JAs se destruyen, motivando 

factores de transcripción activos que regulan al alza los genes asociados con la 

tolerancia al estrés. Los JAs son fitohormonas complejas creadas por la 

descomposición de lípidos en la membrana celular en varias especies de plantas 

(Raza et al., 2021). Se ha demostrado que los JAs interactúan con otras 

fitohormonas regulando así el crecimiento y desarrollo de las plantas, facilitando 

la adaptación a estímulos bióticos y abióticos (Siddiqi & Husen, 2019).  

   En tratamientos con JAs exógeno se ha visto que afecta de manera 

negativamente a la germinación de semillas de Solanum lycopersicum. Sin 

embargo, aún faltan estudios del impacto de los JAs en la germinación en 

regímenes de estrés por déficit hídrico y salinidad (Zamani et al., 2020). 

   El ácido salicílico (SA) es una molécula fenólica que puede recuperar 

eficazmente la biosíntesis de metabolitos secundarios (Ali, 2021). Además, 

puede desempeñar un papel en diversos procesos biológicos, como lo es la 

asimilación del CO₂, la antioxidación, la regulación estomática y la fotosíntesis 

(Iqbal et al., 2022). Algunos estudios sugieren que SA puede tener un papel en 

el estrés por sequía regulando los genes relacionados con la sequía a través de 

la regulación de la transcripción y la apertura estomática (Chhaya et al., 2021; 

Signorelli et al., 2019).  

   Además, el SA y sus derivados en tratamientos foliares y de semilla mejoran la 

tolerancia al estrés por sequía (Bandurska, 2013; Maghsoudi et al., 2019). Bajo 

condiciones de estrés por sequía, la aplicación de ácido salicílico exógeno 

incrementó la actividad catalasa de los cultivos de trigo (Triticum aestivum L.). 

   En resumen, estas cuatro fitohormonas, el ABA, ET, JA y SA, desempeñan 

funciones clave en la respuesta de las plantas al estrés hídrico, regulando 

procesos fisiológicos y bioquímicos que les permiten adaptarse y sobrevivir en 

condiciones de escasez de agua. 
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Giberelinas, auxinas y citoquininas 

Los ácidos giberélicos (GAs por sus siglas en inglés) (ácido carboxílico 

diterpenoide tetracíclico) pueden potenciar el desarrollo y crecimiento en 

diferentes etapas de las plantas al impulsar la elongación y división celular en los 

diferentes ciclos de vida de estas (Kalra & Bhatla, 2018). El GA es una 

fitohormona que está asociada con la germinación de semillas, elongación de 

tallo y desarrollo reproductivo en plantas, como estudios previos han demostrado 

en arroz (Oryza sativa L.), además de tener una íntima relación con la tolerancia 

al estrés por sequía (Rasheed et al., 2020). La deficiencia en la biosíntesis de 

GAs causa cambios significativos en el metabolismo primario, principalmente 

debido al estrés por sequía, mejorando la tolerancia al estrés hídrico, al aumentar 

el mantenimiento del contenido de agua (Hedden, 2020; Omena-Garcia et al., 

2019). Los síntomas de deficiencia de giberelinas (GAs) se parecen 

fenotípicamente a los síntomas de estrés por sequía, por ejemplo, bajo un estrés 

hídrico prolongado, las plantas muestran una reducción en la altura, el desarrollo 

foliar y el desarrollo de flores y frutos (Kumar, 2020; Salazar-Cerezo et al., 2018).  

   La aplicación exógena de GAs mejoró la tolerancia al estrés hídrico de las 

plantas de maíz manteniendo la permeabilidad de la membrana, aumentando el 

contenido de Chl y mejorando el contenido relativo de agua de la hoja. También 

se encontró que el tratamiento con dosis bajas de GAs exógenas, mejora la 

germinación de las semillas de trigo bajo estrés por sequía (Salih, 2020). 

   La auxina fue la primera fitohormona identificada, la cual influye en la 

diferenciación y desdiferenciación celular, la morfología o arquitectura de raíces, 

además del crecimiento de estas, el geotropismo, el desarrollo de los órganos 

florales y la latencia de semillas (Gomes & Scortecci, 2021). Se ha descubierto 

un vínculo cercano entre el contenido de auxina y la respuesta de las plantas al 

estrés por sequía. También se ha demostrado que la homeostasis de la auxina 

regula la producción de ABA y las respuestas al estrés por sequía (Farhangi-Abriz 

& Torabian, 2018). Algunos estudios sugieren que las auxinas, específicamente 
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el ácido indol acético (IAA), tiene una relación directa con la tolerancia en la 

sequía en plantas de maíz y Arabidopsis (Quiroga et al., 2020; Salehin et al., 

2019).  

   Al aplicar IAA exógeno en plantas de trébol, estas aumentaron 

significativamente el contenido relativo de agua y la clorofila, en comparación al 

control. Además, tanto el ABA como el JA, incrementaron su expresión de genes 

sensibles a auxinas, genes sensibles al estrés por sequía y disminuyó la 

expresión de genes de senescencia foliar (Zhang et al., 2020). 

   Por otro lado, tenemos las citoquininas (CKs). Algunas de las funciones de las 

citoquininas son el control de la división celular, la fuerza del sumidero 

fotosintético, la estabilidad de la unidad, la diferenciación celular, el retraso de la 

senescencia, la absorción de nutrientes, la germinación y el desarrollo de flores 

y semillas, y la prevención de la iniciación de raíces laterales (Müller & Munné-

Bosch, 2021; Verma et al., 2022). Bajo condiciones de estrés por déficit hídrico 

la gestión eficaz del agua es crucial para superarlas. Junto con el aumento del 

tamaño de las raíces que permite un acceso más fácil a una fuente de agua. Se 

ha descubierto que las CKs juegan un papel regulador en diferentes procesos 

relacionados con los estomas, como la conductancia y la densidad estomáticas. 

Niveles bajos de CK generalmente tienen un efecto positivo en el estado hídrico 

de la planta, como se ha observado en plantas transgénicas que sobreexpresan 

genes de CK deshidrogenasa (Farber et al., 2016; Hai et al., 2020; Hu et al., 

2013; Vojta et al., 2016). También se ha descrito que protege de la maquinaria 

fotosintética, promueve los sistemas antioxidantes, la diafonía con otras 

fitohormonas de estrés (Pavlů et al., 2018). 

   La aplicación exógena de CKs en plantas de trigo sometidas a estrés por sequía 

y altas temperaturas, mejoró significativamente el contenido relativo de agua 

foliar, índice de estabilidad de la membrana, la clorofila y también disminuyó la 

peroxidación lipídica (Kumari et al., 2018). 



 15 

   En resumen, estas tres fitohormonas auxinas, GAs, y CKs, desempeñan 

funciones importantes en la respuesta de las plantas al estrés hídrico. Su 

regulación y aplicación exógena pueden mejorar la tolerancia al estrés por 

sequía, manteniendo el crecimiento, el desarrollo y el estado hídrico adecuado 

de las plantas. 

Otras fitohormonas: Brasinoesteroides y estrigolactonas 

Los brasinoesteroides (BR) son hormonas esteroideas esenciales para el 

crecimiento y el desarrollo de las plantas. Estas hormonas controlan la división, 

elongación y diferenciación de varios tipos de células a lo largo de todo el ciclo 

vital de la planta (Planas-Riverola et al., 2019). Además, los BR cumplen otras 

funciones fisiológicas, como la flexión de las hojas, la biosíntesis del etileno, la 

germinación de las semillas y la activación de la bomba de protones. Otras 

funciones incluyen la morfogénesis tisular, la reproducción, la rizogénesis, el 

desarrollo del tejido vascular, la senescencia, la abscisión y la floración (Kahlaoui 

et al., 2016). Se observó que los cultivares de maíz tolerantes a la sequía tienen 

más BR endógenos, y que deficiencia de BR en tomate reveló que la señalización 

de esta fitohormona es necesaria para la tolerancia a la sequía (Jogawat et al., 

2021).   

   Al incorporara exógenamente BR en plantas de tomate se pudo asociar con un 

mayor contenido de clorofila, que a su vez aumentó la eficiencia fotosintética 

neta, mejorando la capacidad antioxidante y elevando los niveles de genes y 

enzimas del ciclo ascorbato-glutatión, que incluyeron principalmente superóxido 

GR, SOD, APX y CAT (Shu et al., 2016).  

   Las estrigolactonas (SLs) son unas fitohormonas clasificadas recientemente 

como tal, derivadas de los carotenoides y extraídas de malezas parasitarias 

(Ruyter-Spira et al., 2013). Algunas de las funciones de las SLs es la facilitación 

de la interacción planta hongos micorrícicos, estimulando el metabolismo y 

ramificación de estos además de influir en la nodulación, principalmente en el 

número óptimo de estos en leguminosas (Bonfante & Genre, 2010; Foo & Davies, 
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2011). También se han detectado un efecto sobre la arquitectura de las raíces, 

al estimular la elongación de la raíz primaria y suprimir el desarrollo de las raíces 

laterales (Ruyter-Spira et al., 2011). Se han descrito su interacción con diversas 

hormonas como auxinas, citoquininas, ácido abscísico y brasinoesteroides 

(Faizan et al., 2020).  

   La aplicación de estrigolactona exógena en mutantes de arroz y en Arabidopsis 

deficientes de esta hormona inhibió la ramificación de los brotes (Umehara et al., 

2008). También la aplicación exógena de esta fitohormona podría aliviar los 

síntomas de sequía en las plántulas de Cabernet Sauvignon (Vitis vinífera L) (W. 

ni Wang et al., 2021). 

   En resumen, los brasinoesteroides (BR) son hormonas que controlan el 

crecimiento y desarrollo de las plantas, mientras que las estrigolactonas (SLs) 

regulan la interacción con hongos micorrícicos y la arquitectura de las raíces. La 

aplicación exógena de BR puede mejorar la fotosíntesis y la capacidad 

antioxidante, mientras que las SLs pueden inhibir la ramificación de los brotes y 

aliviar los síntomas de sequía en algunas especies. 

CONSIDERACIONES FINALES 

A partir de la revisión realizada se puede destacar que las fitohormonas son 

mediadoras clave en la respuesta de las plantas al estrés por sequía, regulando 

diversos procesos fisiológicos en la planta, incluyendo el equilibrio hídrico, la 

tolerancia a la deshidratación celular, la senescencia, la maduración del fruto, y 

la abscisión de pétalos y hojas. 

El ácido abscísico (ABA) es una de las principales hormonas del estrés vegetal, 

regulando la apertura y cierre estomático además de mecanismos de adaptación 

de plantas en respuesta a la baja disponibilidad de agua. Además, el etileno, 

salicilatos, jasmonatos, giberelinas, auxinas y citoquininas también juega un 

papel vital en la respuesta de las plantas al estrés por sequía, interactuando 

directa o indirectamente con otras fitohormonas, estimulando la expresión de 
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genes, produciendo antioxidantes en consecuencia aumentando la tolerancia a 

la sequía.  

Las nuevas fitohormonas como los brasinoesteroides y las estrigolactonas han 

demostrado tener un impacto significativo en la tolerancia a la sequía, la 

interacción con microorganismos del suelo, la arquitectura de la raíz y la 

regulación de la expresión génica.  

Con todo esto vemos que más investigación es requerida en relación con las 

fitohormonas y su crosstalk, especialmente para desarrollar bioestimulantes que 

promuevan la sostenibilidad y la productividad en los cultivos actuales, frente a 

desafíos como la sequía. 

Finalmente cabe señalar que el desarrollo de tecnologías como los 

biofertilizantes a base de hidrogeles y PGPR, para mitigar el déficit hídrico, 

representan una alternativa para controlar la señalización hormonal, el estrés 

oxidativo y la síntesis de prolina, en plantas bajo regímenes deficitarios de riego. 

Hipótesis 

H1. Los plantines de Corylus avellana L. var. Giffoni tratados con hidrogeles 

microencapsulados que contienen Bacillus safensis inmovilizado en una matriz 

de alginato presentan una mayor tolerancia fisiológica y bioquímica al déficit 

hídrico, debido a un mayor desarrollo radical y actividad enzimática. 

H2. Los brotes de albahaca morada (Ocimum basilicum var. Purpurascens) 

tratados con hidrogeles presentan un mayor contenido de compuestos fenólicos, 

como antocianos, lo que mejora su capacidad nutracéutica. 

Objetivo General 

Evaluar el efecto de hidrogeles formulados con B. safensis inmovilizado sobre la 

tolerancia al déficit hídrico en plantines de Corylus avellana L. var. Giffoni, 

midiendo parámetros fisiológicos, bioquímicos y microbiológicos durante el 
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periodo de restricción hídrica, así como sobre la calidad nutricional de la albahaca 

morada. 

Objetivos Específicos 

• Determinar el impacto del Biofertilizante inmovilizado sobre el 

crecimiento y desarrollo radical de los plantines bajo diferentes 

niveles de restricción hídrica. 

• Evaluar la respuesta fisiológica de los plantines a los tratamientos 

con biofertilizante, incluyendo la eficiencia en el uso del agua y las 

características fotosintéticas. 

• Cuantificar los cambios en la actividad antioxidante y en la 

acumulación de osmoprotectores (prolina) en las hojas y raíces de 

los plantines sometidos a estrés hídrico. 

• Analizar la influencia del biofertilizante en la actividad microbiológica 

y en las propiedades del suelo, especialmente en la biomasa 

microbiana y la actividad enzimática. 
• Evaluar el impacto de los hidrogeles sobre la calidad nutricional de 

la albahaca morada. 
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GRAPHICAL ABSTRACT 

 

ABSTRACT 

This study explored the osmoprotectant, phytohormone, and antioxidant 

mechanisms of Bacillus safensis immobilized in calcium alginate to improve 

drought tolerance in hazelnut seedlings. The experiments were conducted under 

controlled irrigation regimes to assess physiological and biochemical responses, 

including photosynthetic parameters, root traits, antioxidant enzyme activities 

(SOD: Superoxide dismutase, GR: Glutathione reductase, APX: ascorbato 

peroxidase), proline content, and phytohormone levels. The results demonstrated 

that the solid biostimulant of B. safensis evaluated mitigated the adverse effects 

of water stress, enhancing antioxidant defense mechanisms and promoting plant 

growth (foliar dry weight was 50% greater compared to control) and under 

reduced irrigation conditions (root length was 10% superior and proline foliar 
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content reached 1200 nmol g-1 (F.W.) under 30% water deficit), decreasing 

abscisic acid (ABA) content and enzymes such as SOD and APX whereas 

increased GR enzyme. Our results confirm the beneficial role of plant growth-

promoting rhizobacteria (PGPR) immobilized in enhancing stress tolerance, 

highlighting B. safensis as a promising tool for improving drought resilience in 

hazelnut cultivation. Adjusting irrigation practices and incorporating microbial 

biofertilizer through adequate technologies are key strategies for sustainable 

agriculture under increasingly variable climatic conditions. 

Keywords  
Bacillus safensis, drought tolerance, Corylus avellana, antioxidant enzymes, 

PGPR 

1. Introduction 

Hydrogels have shown promise in fruit tree cultivation, particularly under 

challenging environmental conditions. Studies have demonstrated that the 

application of hydrogels to soil can enhance the growth, yield, and quality of fruit 

trees (Abobatta & Khalifa, 2024; Hamdy et al., 2020; Zhang et al., 2022). Hydrogel 

compounds have been linked to increased nutrient and water accessibility, 

leading to improved productivity in fruit trees such as mango trees and  mandarin 

trees (Hamdy et al., 2020; Zhang et al., 2022). Additionally, incorporating 

hydrogels as a soil conditioner has been found to have a positive impact on 

parameters such as total yield, fruit weight, and fruit quality in fruit trees such as 

navel oranges (Abobatta & Khalifa, 2024). Research has also indicated that 

adding hydrogels to soil can increase root dry weight and improve the survival, 

growth, and physiological traits of different tree species, particularly under non-

water stress conditions (Agaba et al., 2011; Orikiriza et al., 2013; Tomášková 

et al., 2023). Hydrogel application has been shown to enhance the nitrogen, 

phosphorus, and potassium content of fruits, suggesting its potential to improve 

nutrient uptake in fruit trees (Mahgoub, 2020). Moreover, the use of hydrogels has 

demonstrated potential for reducing water consumption, promoting seedling 
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formation, and enhancing post-plant survival in various fruit tree species 

(Cavalcante et al., 2018). However, the biochemical mechanisms involved in the 

application of hydrogels have rarely been studied. Hence, the study of fruit tree 

adaptation to water stress, the biochemical and physiological mechanisms of the 

plants, and microbiological changes in the soil can help us understand what 

happens to different species and develop strategies to mitigate the effects of water 

stress (Xie et al., 2019). Similarly, plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) 

have been shown to enhance tolerance to drought stress, in addition to elevating 

antioxidant compounds and photosynthetic capacity (Ahmad et al., 2022; Essalimi 

et al., 2022; F. Liu et al., 2023; Lotfi et al., 2022).  

Water shortage has been shown to have a significant impact on the physiological 

processes, growth, and photosynthetic capacity of fruit trees, eventually affecting 

their productivity and quality. Studies have demonstrated that water deficit 

conditions can lead to reduced gas exchange rates, altered carbon assimilation, 

and compromised vegetative growth in fruit tree species such as peach trees 

(Rahmati et al., 2015, 2018). The limitation of the light-saturated photosynthesis 

rate due to water stress can have a substantial effect on tree carbon acquisition 

and vegetative growth, highlighting the complex relationship between water 

availability and photosynthetic performance in fruit trees (Rahmati et al., 2018). 

Additionally, water deficit can influence fruit set in subsequent years by affecting 

bud number, size, and photosynthetic rates, which are critical for providing 

resources for flower development and fruit production (Hernandez-Santana et al., 

2017; Klein et al., 2014). 

Osmoprotectants play a vital role in mitigating the effects of water stress in fruit 

trees. Osmoprotectants such as proline accumulate in response to abiotic 

stresses, contributing to the defense mechanisms of stressed plants by regulating 

osmotic pressure, maintaining membrane stability, enhancing enzyme activity, 

and scavenging free radicals (Hassan et al., 2022). The accumulation of 

osmolytes and transporters, classified as osmoprotectants, can help protect 



 33 

plants against abiotic stress factors such as water deficit (Murdock et al., 2014). 

Strategies can be developed to enhance plant resilience and productivity under 

challenging environmental conditions by understanding the roles of 

osmoprotectants and oxidative stress in fruit trees under water stress. 

Phytohormones are also essential for the physiological responses of fruit trees to 

water-deficit conditions, influencing both leaves and roots. Phytohormones such 

as abscisic acid (ABA), auxins, and cytokinins are particularly significant in the 

context of water scarcity. ABA is known to increase in concentration during 

drought conditions, facilitating stomatal closure and reducing water loss through 

transpiration (Lang et al., 2024; Takahashi et al., 2018). This response is 

important for maintaining leaf turgor and overall plant health under water-limited 

conditions (Rao et al., 2022). Additionally, the accumulation of phytohormones in 

roots can signal the soil moisture status to the plant, prompting systemic 

responses that help in managing water stress (Sayer et al., 2021).  

The relationship between phytohormones and water deficit extends to the root 

system, where hormonal signaling can influence root architecture and function. 

Under drought conditions, roots may exhibit increased auxin production, which 

can enhance root elongation and improve water uptake efficiency (Fresno & 

Munné, 2023). This is particularly relevant in fruit trees, where root-to-shoot 

signaling is essential for maintaining hydration and nutrient transport during 

periods of water scarcity (Takahashi et al., 2018). Moreover, the interaction 

between phytohormones and PGPR can also affect plant responses to water 

stress, as drought-adapted microbes may respond differently to phytohormonal 

signals than those under well-watered conditions (Sayer et al., 2021). 

Finally, enzymes such as malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD), 

and catalase (CAT) mitigate abiotic stress in fruit trees. MDA, a marker of 

oxidative stress, increases under abiotic stress conditions, leading to decreased 

membrane fluidity and disrupted ion homeostasis in plants (Li et al., 2019). SOD 

is an essential intracellular metalloenzyme that catalyzes the dismutation of 
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superoxide anions into oxygen and hydrogen peroxide and plays a fundamental 

role in the antioxidant defense system (Elsheery et al., 2020). CAT, another key 

enzyme, scavenges hydrogen peroxide and is vital for plant growth, development, 

and stress tolerance (Yu et al., 2024). Studies have shown that under abiotic 

stress, the activity of antioxidant enzymes, such as SOD, CAT, and Peroxidase 

(PDO), can be altered, affecting sugar accumulation and stress responses in fruit 

trees (Wang et al., 2022). Understanding the molecular mechanisms underlying 

the regulation of these enzymes is key to enhancing stress tolerance and 

improving fruit quality in fruit tree species facing challenging environmental 

conditions. 

In recent years, studies on the physiological responses of hazelnut (Corylus 

avellana L.) plants to water stress have been conducted by various authors 

(Cincera et al., 2019; Luciani et al., 2020; Salazar-Canales et al., 2021). Water 

deficit can have significant implications for hazelnut trees, affecting both their 

physiological responses and nut quality (Altieri et al., 2024). 

In the context of contemporary agricultural practices, the need to address abiotic 

stresses, such as drought, has led to the development of biofertilizer that can 

absorb and retain water for a longer duration while also incorporating other 

compounds within these biopolymers  (Li et al. 2019; Rattan et al. 2022). Alginate 

hydrogels, which retain water and gradually release it, are currently being studied. 

It has been reported that the absorption capacity of these hydrogels can reach up 

to 10 times their weight in water depending on specific conditions (Alvarez et al., 

2020). Therefore, it is expected that hazelnut plants subjected to water reduction 

and treated with bioestimulants would present lower oxidative stress, resulting in 

physiological and biochemical responses similar to those of unstressed plants. 

Hence, the response of hazelnuts to water reduction with bioestimulants based 

on B. safensis-containing hydrogels was evaluated to determine their 

sustainability and resilience to deficit irrigation. 
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2. Materials and methods 

2.1. Plant Material 

Plantlets of hazelnut var. Giffoni, propagated from suckers and maintained for 18 

months, were acquired from AgriChile (Maule, Chile), all established under the 

same nursery conditions. They were transferred for 3 weeks and adapted to a 

growth chamber. The chamber was maintained under a photoperiod of 16 h of 

lighting and 8 h of darkness, with 50% relative humidity and 350 μmol m−2 s−1 of 

the photosynthetic photon flux density (PPFD), radiation considered as shading 

leaves (sapling point 800 μmol m−2 s−1) at temperatures between 24 °C and 26 °C 

during the day and 14 °C to 17 °C at night.  

2.2. Biostimulant formulation 

Initially, Bacillus safensis bacteria were incubated in a 1 L flask with 400 mL of 

sterile solution of BBL trypticase soybean medium (Winkler, Santiago, Chile) 

enriched with tryptophan (Merck, Darmstadt, Germany) at a concentration of 0.2 

g L-1 in a Memmert ICO150 incubator (Schwabach, Germany) for 24 h at 28 °C 

and 140 rpm. The samples were incubated at a concentration of 0.2 g L-1 in a 

Memmert ICO150 incubator (Schwabach, Germany) for 24 h at 28 °C and 140 

rpm. The matrix solution was prepared based on medium L-guluronic alginate 

(Gelymar, Puerto Montt, Chile) at 2.5 % (w/w) and potato starch (Prosecor, Puerto 

Montt, Chile) at 1% (w/w) in distilled water. The alginate was dissolved at 60 °C 

under constant agitation, and once dissolved, starch was added under agitation 

until dissolved. An Ultra Turrax IKA T-18 (Germany) apparatus was used to 

homogenize the mixture and allow it to cool. The matrix solution was extruded 

using JetCutter equipment (GeniaLab, Braunschweig, Germany) with a pump 

velocity of 445 rpm and cut-off wheel velocity of 59 Hz. The droplets were 

collected in a vessel containing 2.5 % (w/w) CaCl2 gelling solution (Sigma Aldrich, 

Canada) and agitated for 30 min. Subsequently, the formed particles were drained 

and washed in 0.85 % (w/w) NaCl solution (Merck, Santiago, Chile) under 

agitation for 20 min. The beads were drained, subjected to UV radiation for 30 
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min, and suspended in a flask containing B. safensis culture broth for 120 min at 

28 °C and 140 rpm. Finally, the beads were analyzed, separated, and dried in a 

convection oven on Kraft paper at 30 °C for 24 h (Table S) (Benítez et al., 2024). 

2.3. Experimental Design 

Different treatments (C-FI (Control + full irrigation), B-FI (Biostimulant + full 

irrigation), C-60I (Control + 60% irrigation), B-60I (Biostimulant + 60% irrigation), 

C-30I (Control + 30% irrigation), and B-30I (Biostimulant + 30% irrigation) 

distributed within the plant growth chamber and using a fully randomized design, 

were carried out for two months. Alginate-B. safensis biofertilizer were applied to 

plants in the growth chamber and grown in pots to stimulate root growth.  

Biofertilizer were manually applied by incorporating them below the soil surface 

(0-10 cm) in the root zone of each seedling. Two grams of biofertilizer were 

applied at the outset of the trial, at a concentration of 1.4x109 CFU g-1. Both 

inoculated and non-inoculated plants were irrigated with type 2 water, calculated 

in relation to their F.C. in grams, and the trial commenced with water restriction. 

After 30 days, an additional 2 g of the formulation was applied, and after 30 days, 

the trial was terminated, resulting in a total of 60 days of water restriction. 

Nondestructive samples were obtained, including measurements using an 

infrared gas analyzer. Subsequently, destructive samples were taken, comprising 

the collection of foliar and root samples that had been previously frozen in liquid 

nitrogen and stored in a preservative at -80°C for later analysis. Four grams of 

foliar sample and three grams of root sample were taken. Additionally, soil 

samples (100 g) were collected from the rhizospheric zone and were 

characterized at the beginning and end of the trial (Table S). These samples were 

stored in a refrigerated environment (4°C) and frozen at -20°C for later analysis. 

In total, six treatments, with five replicates, were used. 
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2.4. Plant and root characteristics 

2.4.1. Canopy assessments 

The dry weight of the samples, which were air-dried for several summers and then 

stored, was measured to determine their biomass. Total dry weight (TDW) 

defoliated dry weight (DDW), and foliar dry weight (FDW) were measured using 

an analytical balance. 

2.4.2. Roots assessments  

The root size of the samples was quantified using a standard one-meter 

measurement marked in centimeters. Images were captured, and the pixel size 

was calculated using ImageJ software to measure the root length of each sample. 

The number of new or green roots was quantified by examining all root faces and 

counting the number of new or green roots present in each plant. 

2.5. Determination of soil microbial activity by hydrolysis of fluorescein diacetate 

(FDA) 

Fluorescein diacetate hydrolase (FDAase) enzyme activity was evaluated using 

a method adapted from Alef (1995). This technique is based on a colorimetric 

method involving the hydrolysis of fluorescein diacetate (FDA). For this purpose, 

0.5 g of soil was taken (with five replicates per bead soil treatment, leaving a 

control conditioned at 60%). The soil sample, 4.45 mL sodium phosphate buffer 

(pH 7.8), and 50 μL FDAase were added to 10 mL tubes. Sodium phosphate 

buffer (5 mL, pH 7.8) was used as the control. The tubes were then incubated in 

a thermostatic bath at 25°C for 1 h at 60 rpm, removed, and placed in an ice bath 

to stop the reaction. The samples and controls were then added to 5 mL acetone, 

vortexed vigorously, and filtered through Whatman No. 40 paper. The filtrate was 

analyzed using a microplate reader (Biotek® Epochh-sn) at an absorbance of 490 

nm and compared to a reagent blank (1 mL of distilled water and 1 mL of acetone) 

(Alef, 1995). 
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2.6. Measurement of dissolved organic carbon (DOC) 

The methodology of Vance et al. (1987) with adaptations was used to quantify 

microbial biomass carbon. Soil samples (10 g) were collected from each 

treatment, all conditioned to 60% permanent wilting point moisture (WPFS). 

Selective fumigation was performed by adding 0.5 mL CHCl3 to some samples 

and incubating them for 30 min at room temperature in the dark. Chloroform was 

then completely removed using a vacuum pump, and this process was repeated 

until complete removal was achieved. Subsequently, 40 mL of 0.5 M K2SO4 was 

added to all samples and shaken for 1 h at 220 rpm on a rotary shaker table. After 

shaking, the samples were centrifuged at 10,000 rpm for 10 min and filtered 

through 0.45 µm syringe filters. (Vance et al., 1987). 

For the estimation of DOC in the TOC-SHIMADZU®-H544160 analyzer (Japan), 

the filtrates of the fumigated and non-fumigated samples were diluted to 1:10 (2 

mL in 8 mL of HPLC-type water). The results obtained from the kit provided a 

DOC value of mg · L-1. Using the methodology proposed by Tate et al. (1991), a 

constant KEC (0.20) was employed to calculate the microbial biomass (Tate, 

1991). 

2.7. Soil Analysis 

Soil analysis was conducted at the beginning and conclusion of the experiment 

for each treatment. For this purpose, 50 g of soil were collected in duplicate from 

each treatment. The initial collection was performed at the start of the experiment 

and the final collection was performed at the conclusion of the experiment. The 

soil samples were then analyzed at the Soil Laboratory of the Universidad de 

Concepción (Chillán, University of Concepción). 

The analyses involved standard procedures for determining the soil composition 

and properties relevant to the study. Specific parameters measured included soil 

pH, nutrient content, organic matter, and moisture levels. These measurements 

provided a comprehensive understanding of soil conditions and how they were 

affected by the treatments applied during the experiment. 
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2.8. Leaf gas exchange assessments  

To evaluate the gas exchange the most representative central leaves of each 

plant from the different treatments were selected by using an Infrared Gas 

Analyzer (IRGA). The photosynthetic rate (Pn, µmol CO₂ m-2 s-1), stomatal 

conductance (gs, mmol m-2 s-1), and transpiration rate (Eleaf, mmol H₂O m-2 s-1) 

were measured using a TARGAS-1 infrared gas analyzer (PP Systems, 

Amesbury, USA). This information was used to estimate instantaneous water use 

efficiency (WUE, µmol CO2 mmol-1 H2O), calculated as the ratio Pn/Eleaf, and 

intrinsic water use efficiency (WUI, µmol CO2 mmol-1 H2O), calculated as the ratio 

Pn/gs. 

2.9. Evaluation of proline as osmoprotectant in C. avellana 

Proline extraction from the plant material (foliar and root) was conducted by 

heating in pure ethanol and water for 20 min. A sequential extraction technique 

using 80% and 50% ethanol was employed. Subsequently, proline determination 

was performed by preparing diluted extract solutions and proline standards in an 

ethanol/water mixture. The solutions were then incubated at 95°C, during which 

the ninhydrin reaction mixture was added. The absorbance was then measured 

at 520 nm in a microplate reader (Carillo & Gibon, 2011) 

2.10. Evaluation of phytohormones in aerial and root area in C. avellana 

Phytohormones, including abscisic acid (ABA), indole-3-acetic acid (IAA), and 

indole-3-butyric acid (IBA), were extracted from fresh plant material (foliar and 

roots) according to the methodology described by Pan et al. (2010).  

Chemical analyses were conducted to identify and quantify phytohomones on a 

Kromasile C18 100-5-C18 4.6 x 250 mm column (Merck Millipore). The mobile 

phase consisted of two solvents, (A) 0.1 % formic acid in water (mg/g) and (B) 

0.1% formic acid in acetonitrile (mg/g), with a flow rate of 0.6 mL min-1. A HITACHI 

PRIMAIDE HPLC-DAD, equipped with a Photodiode Array Detector (DAD), was 

used (Merk-Hitachi, Darmstadt, Germany). The chromatograms were recorded at 

260 and 280 nm. Abscisic acid at 260 nm, indole acetic acid and indole butyric 
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acid at 280 nm (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) were used as 

standards (Pan et al., 2010). 

2.11. Antioxidant enzyme system as response to biofertilizer 

To determine the antioxidant and metabolic responses of plants under water 

stress, enzymatic activity was performed on 100 mg of frozen leaf and root tissues 

of C. avellana. For antioxidant activity, spectrophotometric measurements of 

superoxide dismutase (E.C. 1.15.1.1, SOD), glutathione reductase (E.C. 1.6.4.2, 

GR), ascorbate peroxidase (E.C. 1.11.1.11, APX), dehydroascorbate reductase 

(E.C. 1.8.5.1, DHAR) and peroxidase (POX) assays were conducted according to 

the method described by Palma et al. (2014). In summary, 100 mg of frozen tissue 

was mixed with extraction buffer containing 50 mM potassium phosphate buffer 

(pH 7.8), 0.1 mM EDTA, 10 mM β-mercaptoethanol, and 20% (w/w) PVPP. The 

resulting extract was used for enzymatic reactions, and enzyme activity was 

measured as the change in  absorbance over time, as previously described 

(Palma et al., 2014). 

2.12. Statistical analysis 

The data were subjected to analysis of variance (ANOVA) using the R software. 

Tukey’s test was used to determine significant differences between the treatments 

at a significance level of P < 0.05. Principal Component Analysis (PCA) was 

performed to evaluate the variation and relationships among morphological and 

physiological parameters in both the aerial and root parts of the plants. The 

analyses were performed using the R software. Additionally, an analysis of 

variance (ANOVA) was conducted to assess the effects of irrigation dose (I), 

biostimulant application (B), and their interaction (I*B) on leaf gas exchange 

variables. Lowercase letters (within rows) indicate significant differences between 

irrigation levels (FI, 60I, 30I), while uppercase letters (within columns) indicate 

significant differences between the biostimulant treatment (B) and the control (C), 

according to Tukey’s test (p < 0.05). Principal Component Analysis (PCA) with 

mean-centered data based on eigenvalues were used to determine the correlation 
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between variables and to discriminate the effects of each of the formulations 

applied. These analyses were also conducted using R software through the 

FactoMineR package and visualized using ggplot2. 

 

3. Results 

3.1. Aerial, root and soil characteristics after applying biofertilizer under deficit 

water 

The total dry weight (TDW) of plants was assessed across the control (C) and 

biostimulant (B) treatments at three distinct soil field capacities: 100% field 

irrigation (FI), 60% (60I), and 30% (30I) (Figure 1S). The analysis revealed a 

notable variation in TDW, with plants maintained at full field capacity (100%) 

exhibiting significantly greater dry weight than those subjected to reduced field 

capacities (60% and 30%). This finding emphasizes the critical role of adequate 

soil moisture in promoting plant biomass accumulation. Significant differences 

were observed in TDW between the C-60I and B-60I treatments compared to the 

other treatments (Figure 1S.a). A similar assessment of defoliated dry weight 

(DDW) demonstrated a similar trend, with treated plants showing increased DDW 

relative to the control plants, particularly under lower soil moisture conditions (60% 

and 30%) (Figure 1S.b). In terms of foliar dry weight (FDW), significant differences 

were noted in the B-FI treatment when juxtaposed with both C-FI treatments 

(Figure 1S.c).  

 

The effects of various water deficit treatments and biostimulant applications on 

root length in C. avellana were illustrated in Figure 2S. The data indicated a 

decrease in root length across all soil field capacities (100%, 60%, and 30%). 

However, plants treated with biofertilizer exhibited a greater root length than 

control plants under conditions of water deficit at 30% irrigation (Figure 2S.a). 

These results suggest that the evaluated biofertilizer may enhance root 

elongation, even in scenarios of limited water availability. Additionally, the number 
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of green roots was higher in plants at full field capacity, indicating superior root 

health and growth under optimal moisture conditions. Moreover, plants treated 

with biofertilizer demonstrated a greater quantity of green roots than control 

plants, particularly under reduced soil moisture levels (60% and 30%) (Figure 

2S.b). 

 

In relation to soil microbial characteristics, the application of biofertilizer appeared 

to have no significant impact on soil microbiology, organic carbon content, or 

microbial biomass under water deficit conditions. Nevertheless, a positive trend 

was observed between the biostimulant and control treatments (Figure 3S.a). 

Regarding dissolved organic carbon (DOC), significant differences were identified 

in the B-30I treatment when compared to the C-60I and B-FI treatments, whereas 

no significant differences were observed among the other treatments (Figure 

3S.b). 

3.2. Evaluation of physiological properties  

Related to photosynthetic properties of C. avellana plants the effects of different 

water deficit treatments and the use of the biofertilizer are shown (Table 1). As 

the field capacity of the soil decreased (from 100% to 30%), the net photosynthetic 

rate also decreased in all treatments. However, biostimulant treatments tended to 

maintain a higher net photosynthesis rate than the control, especially under 

conditions of lower soil field capacity. Nevertheless, no differences were observed 

in Pn among the treatments. 
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Table 1. Leaf gas exchange parameters measured in hazelnut plants as affected 

by deficit irrigation  

Irrigati

on 

dose 

Pn  

(µmol CO2 m-2 s-1) 

gs 

(mmol H2O m-2 s-1) 

Eleaf 

(mmol H2O m-2 s-1) 

WUE 

(µmol CO2 mmol-1 

H2O) 

WUI 

(µmol CO2 mmol-1 

H2O) 

C B C B C B C B C B 

FI 1.54±0.

38 aB 

2.28±0.

09 aA 

53.2±18.

09 aB 

96.8±7.

69 aA 

0.80±0.

22 abB 

1.14±0.

23 aA 

2.05±0.

53 aA 

2.05±0.

55 bA 

0.03±0.

01 aA 

0.02±3,

2E-03 

bA 

60I 1.58±0.

55 aA 

2.10±0.

54 aA 

55.4±6.6

0 aA 

47.0±2.

88 bB 

0.93±0.

07 aA 

0.60±0.

27 bB 

1.68±1.

38 aB 

3.60±0.

56 aA 

0.03±0.

02 aA 

0.05±0.

01 aA 

30I 1.28±0.

34 aB 

1.98±0.

41 aA 

27.0±10.

00 bB 

45.0±5.

00 bA 

0.54±0.

14 bA 

0.60±0.

17 bA 

2.53±0.

43 aA 

3.36±0.

95 abA 

0.05±0.

01 aA 

0.05±0.

02 abA 

ANOVA (P-value)          

I 0.3085 <0.0001 0.0005 0.0596 0.0053 

B 0.0002 <0.0001 0.8533 0.0046 0.5132 

I x B 0.8202 <0.0001 0.0020 0.0435 0.0878 

Pn: net photosynthesis (µmol CO₂ m⁻² s⁻¹); gs: stomatal conductance (mmol H₂O m⁻² s⁻¹); Eleaf: 

leaf transpiration rate (mmol H₂O m⁻² s⁻¹); WUE: instantaneous water use efficiency (µmol CO2 

mmol-1 H2O); WUI: intrinsic water use efficiency (µmol CO2 mmol-1 H2O); FI: full irrigation (100% 

water requirement); 60I: irrigation at 60% of water requirement; 30I: irrigation at 30% of water 

requirement; I: irrigation treatment; B: biostimulant application; C: control without biostimulant. 

Different letters within each row indicate significant differences among irrigation levels (FI, 60I, 

30I), whereas different letters within each column indicate significant differences between 

biostimulant treatment (B) and control (C), according to Tukey’s multiple comparison test (p < 
0.05) (n=5). An analysis of variance (ANOVA) was conducted to assess the effects of irrigation 

dose (I), biostimulant application (B), and their interaction (IB) on leaf gas exchange variables. 

Lowercase letters (within rows) indicate significant differences between irrigation levels (FI, 60I, 

30I), while uppercase letters (within columns) indicate significant differences between the 

biostimulant treatment (B) and control (C), according to Tukey’s test (p < 0.05).  

 

The irrigation dose had a significant effect on gs, Eleaf, and WUI. In addition, the 

application of biostimulant had a significant effect on Pn, gs, and WUE. The 

interaction between the irrigation dose and the biostimulant showed a significant 

effect on gs, Eleaf, and WUE. 
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The application of the biostimulant improved Pn and gs under full irrigation and 

irrigation at 30% of the water requirement. However, WUE and WUI did not show 

consistent improvements with biostimulant application. Considering that the 

leaves were growth under irradiance normally attributed to shading leaves. 

3.3. Proline foliar content 

As the field capacity decreased (from 100% to 30%), the proline content in the 

leaves increased ( 
Figure 1). Plants under the 30% field capacity treatment had significantly higher 

proline levels than the other treatments and control. This suggests that plants 

accumulate more proline in their leaves in response to water stress, a common 

defense mechanism. Similar to the leaves, the proline content in the roots 

increased as the field capacity decreased. Plants in the 30% field capacity 

treatment with biostimulant had significantly higher root proline levels compared 

to the other treatments and the control. Water deficit treatments increased proline 

content in the leaves and roots of hazelnut plants. This increase was more 

pronounced under conditions of greater water deficit (30% of field capacity).  
 
Figure 1. Foliar Proline and Root Proline Content (nmol/g) in Corylus 
avellana Plants. 
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100, 60 and 30 indicate with soil at field capacity; C is control and T is treatment. Different letter 

means significant differences at P≤0.05 in treatments for Corylus avellana analyzed according to 

Tukey test. 

3.4. Abscisic acid (ABA) foliar content and Evaluation of phytohormones in the 

roots 

A significant difference in foliar ABA content was observed between the B-60I 

treatment and the C-60I treatment (Figure 2). In contrast, the ABA content in the 

roots showed no notable differences, although a discernible trend was observed 

in comparison with all treatments C and B. As the soil field capacity declined (to 

60% and 30%), ABA content exhibited an upward trajectory. Plants subjected to 

60% and 30% soil field capacity treatments exhibited the highest ABA content, 

indicating a response to water deficit. This is consistent with the established role 

of ABA as a hormone associated with water stress response (Figure 3.a). 

Figure 2. Foliar Abscisic Acid (ABA) Content (mg 100 g-1) in Corylus avellana 
Plants. 

 
100, 60 and 30 indicate with soil at field capacity; C is control and T is treatment. Different letter 

means significant differences at P≤0.05 in treatments for Corylus avellana analyzed according to 

Tukey test. 
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Figure 3. Evaluation of phytohormones in the root net a). Root Abscisic Acid 
(ABA) Content (mg 100 g-1), b). Root Indole-3-Acetic Acid (IAA) Content (mg 
100 g-1), c). Root Indole Butyric Acid (IBA) Content (mg 100 g-1) in Corylus 
avellana Plants. 

 
ABA: Abscisic Acid; IAA: Indole-3-Acetic Acid; IBA: Indole Butyric Acid 100, 60 and 30 indicate 

with soil at field capacity; C is control and T is treatment. Different letter means significant 

differences at P≤0.05 in treatments for Corylus avellana analyzed according to Tukey test. 

Similarly, IAA content in roots increased in conjunction with a reduction in soil field 

capacity. Plants subjected to 30% soil field capacity treatment exhibited the 

highest IAA content, indicating that water stress may have induced the synthesis 

or accumulation of this hormone, which is associated with root growth and 

development. The B-30I treatment had the highest IAA content, with a notable 

difference compared to that of the C-30I treatment (Figure 3.b). 

In contrast, plants under the 30% soil field capacity treatment had a high IBA 

content, whereas the 60I treatments showed significant differences between the 

control and biostimulant (Figure 3.c). 

3.5. Antioxidant enzyme system 

The activity of SOD increased in conjunction with a reduction in field capacity 
from 100% to 30%, reaching a maximum at 60% field capacity. However, a 
slight decrease was observed when the water deficit was more severe (30% of 
field capacity). Significant differences in SOD content were observed in 
treatments C-60I and C-30I compared to B-60I and B-30I ( 
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Figure 4.a). SOD activity demonstrated greater sensitivity to changes in water 

deficit, exhibiting an increase under moderate stress but a decrease under severe 

stress in the biostimulant treatments compared to controls. This may indicate that 

SOD plays an important role in the initial antioxidant defense but can be overcome 

under extreme conditions. 

 
Figure 4. Evaluation of Antioxidant enzyme system net a). Superoxide 
dismutase (SOD) (U mg-1 h-1) Content, b). Ascorbate peroxidase (APX) 
(mmol ASC mg prot-1 h-1) Content c). Glutathione reductase GR (mmol NADH 
mg prot-1 h-1) Content in Corylus avellana Plants. 

 
SOD: Superoxide dismutase; APX: Ascorbate peroxidase; GR:. Glutathione reductase. 100, 60 

and 30 indicate with soil at field capacity; C is control and T is treatment. Different letter means 

significant differences at P≤0.05 in treatments for Corylus avellana analyzed according to Tukey 

test. 

 
 

The activity of APX increased in conjunction with a decline in field capacity from 
100% to 30% within the C treatments. This indicates that this level of water 
stress may elicit a more robust antioxidant response than that observed in the B 
treatments. A notable disparity in APX concentration was observed between 
treatments C-60I and C-30I compared to B-60I and B-30I ( 
Figure 4.b). The comparatively low APX activity at 60% and 30% of field capacity 

in treatments B-60I and B-30I, in comparison to treatments C-60I and C-30I, 
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indicates that biostimulant application is an effective method for inducing an 

antioxidant response, which may help mitigate oxidative damage. 

The GR activity remained relatively stable across the different control treatments 

(C), although it was observed to be higher at full field capacity (100%) when 

biostimulant was applied and decreased as field capacity decreased from 100% 

to 30%. A notable disparity in GR content was discerned between the B-FI and B-

60I treatments and the control treatments, C-FI and C-60I, respectively ( 
Figure 4.c). The observed stability in GR activity suggests that this enzyme may 

be continuously engaged in maintaining the redox balance within cells, 

irrespective of the degree of water stress. 
Biofertilizer seems to influence the activity of oxidative enzymes differently under 

different levels of water deficit, with a pronounced response in GR compared with 

SOD and APX. 

3.6. Multivariate analyses in aerial and root parts 

3.6.1. Principal Component Analysis (PCA) summary 

The results of the PCA demonstrated that the biofertilizer used under water deficit 

had a significant impact on the physiological and biochemical variables of 

hazelnuts. The 60I and 30I treatments induced stress and antioxidant responses, 

respectively, whereas the full irrigation treatment exhibited healthier growth and 

reduced stress levels (Figure 5). In addition, PCA analysis revealed a negative 

correlation between root length/green roots and SOD/APX. 
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Figure 5. PCA analysis of the different water deficit treatments and the 
physiological and biochemical variables in hazelnut. 

 
Root proline; Foliar proline; Root length; Nº green root; FDA: Fluorescein 

Diacetate Hydrolysis; TOC: Total Organic Carbon; TDW: Total dry weight; DDW: 

Defoliated Dry Weight; FDW: Foliar Dry Weight; Pn: Net Photosynthesis Rate; gs: 

Stomatal Conductance; E: Transpiration Rate; WUE: Water Use Efficiency; WUI: 

Water Use Intrinsic Efficiency; Foliar ABA: Foliar Abscisic Acid; Root ABA: Root 

Abscisic Acid; Root IAA: Root Indole-3-Acetic Acid; Root IBA: Root Indole Butyric 

Acid; SOD: Superoxide dismutase; APX: Ascorbate peroxidase; GR: Glutathione 

reductase. 

 

Principal component analysis (PCA) demonstrated that the primary dimensions 

accounted for a substantial proportion of the observed variability in the data, with 

Dim1 and Dim2 collectively explaining 56.6%. Dim1 (37.9%) was predominantly 

influenced by variables associated with water stress and antioxidant responses, 

including proline and oxidative enzymes (SOD, APX, and GR), whereas Dim2 

(18.6%) was more closely linked to growth and biomass variables such as leaf 

and root dry weight. 
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Under control conditions, plants exhibited more robust growth and less stress. 

The 60I treatment (60% field capacity) exhibited a clustering pattern that was 

proximate to stress response-related variables such as proline and ABA in the 

leaves. This suggests that this water deficit level induces a moderate stress 

response in plants. However, 30I (30% field capacity) was grouped with the 

variables associated with antioxidant activity (SOD, APX, and GR). This suggests 

that the treatment induced a more pronounced antioxidant response, potentially 

offsetting the oxidative damage caused by water stress. B-FI and B-30I treatments 

were linked to elevated biomass and growth (TDW, DDW, and root length). The 

C-FI treatment exhibited notable variability in phytohormonal and biochemical 

responses (root IBA, foliar proline), indicating that biostimulant treatments not only 

enhance tolerance to water stress but also have the potential to stimulate growth. 

4. Discussion  

This study on the effects of water deficit on hazelnuts and the application of 

biofertilizer based on B. safensis emphasizes the importance of analyzing a range 

of physiological and biochemical parameters that are essential for plant resilience. 

The results highlight the relevance of photosynthetic efficiency, proline 

accumulation, phytohormonal responses, and antioxidant enzyme activity as key 

components in the adaptation of hazelnuts to water stress conditions. Despite the 

water deficit conditions, there were no significant differences in the photosynthetic 

parameters. This outcome is consistent with previous studies, indicating that 

certain plants possess mechanisms to maintain photosynthetic efficiency despite 

stress. Silva (2024) observed that phytohormonal applications can mitigate the 

effects of abiotic stress and stabilize photosynthetic rates under adverse 

conditions (da Silva et al. 2024). Additionally, recent research has indicated that 

specific microbial inoculations, such as Bacillus pumilus, can enhance 

photosynthetic efficiency by preserving RuBisCO integrity, thereby increasing 

CO2 assimilation without increasing stomatal conductance (Cui et al., 2024). 
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Due to the water deficit conditions, an accumulation of proline was observed in 

roots and leaves in this study. This is consistent with its well-documented role as 

an osmoprotectant and abiotic stress marker, as evidenced by the findings of 

Domingo et al. (2023) and Alzate et al. (2022, 2023). The elevated proline levels 

observed in plants treated with biofertilizer compared to those in untreated plants 

can be attributed to physiological and biochemical processes that enhance stress 

tolerance. Proline functions as an osmoprotectant, stabilizing cellular structures 

and maintaining osmotic balance under stress conditions such as drought and 

salinity. (Alzate et al., 2022, 2023; Domingo et al., 2023). Biofertilizer, particularly 

those derived from natural sources, have been shown to modulate the metabolic 

pathways that lead to enhanced proline synthesis in response to abiotic stressors 

(Harizanova et al., 2022; Miceli et al., 2021; O. Elansary et al., 2019). For 

instance, studies have demonstrated that the application of protein hydrolysates 

and other bi|ostimulants can significantly increase proline levels in plants 

subjected to water deficits or salinity stress (Bouteraa et al., 2022; 

Campobenedetto et al., 2021; da Silva et al., 2020). This increase is often linked 

to the activation of specific biosynthetic pathways that enhance proline 

accumulation, thereby providing a protective mechanism against oxidative 

damage and cellular dehydration (Campobenedetto et al., 2021; Repke et al., 

2022). Moreover, biofertilizer can stimulate the expression of genes involved in 

proline metabolism, further contributing to the elevated levels of this amino acid 

in treated plants (Abou et al., 2021; Francesca et al., 2020). Furthermore, the 

incorporation of biofertilizer has been demonstrated to enhance the antioxidant 

potential of plants, thereby attenuating the detrimental effects of reactive oxygen 

species (ROS) induced by stress. Numerous researchers have extensively 

documented this phenomenon, including Bulgari et al. (2019), Cristofano et al. 

(2023) and Shi et al. (2023) corroborate those of previous studies and illustrate 

the antioxidant capacity of biofertilizer in enhancing the resilience of diverse crops 

when applied as a natural biostimulant (Bulgari et al., 2019; Cristofano et al., 
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2023; Shi et al., 2023). This antioxidant response is essential, as it not only helps 

in reducing oxidative stress but also supports the accumulation of proline as part 

of the plant's adaptive response to environmental challenges (Borella et al., 2023; 

Rouphael et al., 2017). This is evidenced by the observation that plants not 

treated with biofertilizer exhibited reduced proline levels, which can be attributed 

to the enhanced metabolic support provided by biofertilizer, as previously 

documented by Di Mola et al. (2021) and Repke et al. (2022). This renders them 

more vulnerable to stress-induced damage and consequently to drought 

epizootics (Di Mola et al., 2021; Repke et al., 2022). These results are consistent 

with those of studies showing that applying protein hydrolysates and other 

biofertilizer can significantly increase proline levels in plants subjected to water 

deficit or salinity stress. (da Silva et al., 2020). In fact, it is important to highlight 

that the biostimulant developed and applied in this study showed resilience owing 

to the role of hydrogel and the function of PGPR, B. safensis, encapsulated in the 

formulation. 

The phytohormonal responses observed under water-deficit conditions were of 

equal significance. Phytohormones such as (ABA) and jasmonic acid (JA) play a 

pivotal role in regulating stress responses, particularly stomatal closure and the 

metabolic adjustments necessary for adaptation to water stress (Liu et al., 2022; 

Quintas et al., 2023). Although the results did not show significant levels of ABA 

(with the exception of foliar ABA with 60% irrigation), they did demonstrate a trend 

indicating the role of ABA in mediating responses to water deficits by inducing 

stomatal closure to avoid water loss, a phenomenon that has been widely 

documented and could explain the observed variations in phytohormone levels 

(Liu et al., 2022). Furthermore, the interaction between different hormone 

signalling pathways highlights the complexity of physiological responses to stress 

(Yao et al., 2023). 
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Research indicates that ABA acts as a signaling molecule that induces the 

expression of genes related to proline synthesis, thereby enhancing the ability of 

plants to cope with osmotic stress (Malécange et al., 2022; Živanović et al., 2020). 

In the context of biostimulant applications, these substances can further modulate 

the ABA-proline relationship. For instance, biofertilizer may enhance the ability of 

plants to synthesize ABA under stress conditions, which, in turn, promotes proline 

accumulation (Melo et al., 2024). Some studies have shown that biofertilizer can 

lead to increased proline levels beyond those observed in untreated plants, 

suggesting a synergistic effect between biofertilizer and ABA signaling pathways 

(Jiménez et al., 2023). This is particularly relevant under drought conditions, 

where the combination of biofertilizer and elevated ABA levels can significantly 

improve water use efficiency and overall plant resilience (Repke et al., 2022). 

Conversely, certain biofertilizer may also modulate ABA levels, potentially 

reducing proline accumulation under specific conditions. For example, some 

studies have reported that biostimulant treatments can lower ABA levels, which 

may subsequently affect proline synthesis (Bulgari et al., 2019). This indicates 

that the interaction between ABA and proline in the presence of biofertilizer can 

be complex and context-dependent, depending on the type of biostimulant used 

and the specific stress conditions encountered by plants. 

In this case, the use of the biostimulant contributed to ABA, and proline content 

increased as the water availability decreased, presenting an advantage to abiotic 

stress. 

Under deficit irrigation conditions, the application of biofertilizer influences the 

activities of various antioxidant enzymes, including (SOD), (APX), and GR). 

Specifically, studies indicate that SOD and APX activities tend to decrease, 

whereas GR activity increases in response to biostimulant treatments during 

water stress conditions. 

SOD is a necessary enzyme that catalyzes the dismutation of superoxide radicals 

into hydrogen peroxide and molecular oxygen, serving as a primary defense 
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mechanism against oxidative stress (Fernandes et al., 2022; Villa e Vila et al., 

2023). However, under deficit irrigation, the reduced activity of SOD suggests a 

shift in the antioxidant strategy of the plants. This decrease could be attributed to 

the enhanced efficiency of other antioxidant pathways or the modulation of 

reactive oxygen species (ROS) levels by biofertilizer, which may reduce the need 

for SOD activity (Gil et al., 2023; Rady et al., 2021). For instance, the application 

of biofertilizer, such as Ascophyllum nodosum, has been reported to lower 

oxidative stress markers, leading to a decreased requirement for SOD activity in 

plants experiencing water deficit (Francesca et al., 2020). 

Similarly, APX, which plays a vital role in the detoxification of hydrogen peroxide, 

also shows decreased activity under deficit irrigation with biostimulant application 

(Francesca et al., 2020; Peripolli et al., 2021). This reduction may indicate a 

reallocation of resources or a response to altered oxidative stress levels, as 

biofertilizer can enhance the overall antioxidant capacity of plants, potentially 

compensating for the reduced activity of specific enzymes, such as APX 

(Domingo et al., 2023; Liava et al., 2023). 

In contrast, GR activity, which is involved in the regeneration of reduced 

glutathione from oxidized glutathione, tends to increase under these conditions 

(Jiménez et al., 2022; Turan et al., 2023). The elevation in GR activity may reflect 

an adaptive response to maintain redox homeostasis and protect cellular 

components from oxidative damage. Increased GR activity can facilitate 

antioxidant recycling, thereby enhancing the ability of plants to cope with stress 

(Bulgari et al., 2019; Petropoulos et al., 2020). This suggests that while SOD and 

APX activities may decline, the plant compensates by enhancing GR activity to 

ensure the effective management of oxidative stress. 

It is necessary to highlight the negative correlation between Root length/green 

roots and SOD/ APX which was observed in PCA analysis. We suggest that 

bioestimulants induce root growth in 30IB, improving water balance (which is 

observed by the increased Pn and gs), reducing redox stress (no activation of 
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APX and SOD activity compared to non-inoculated plants (30I) but retaining GR), 

and improving root osmotic water potential (proline increased levels). There is 

known that an increased level of IAA could be related with changes in the redox 

status and root architecture, as is observed in this work (Cha et al., 2015; Defez 

et al., 2017; H. Shi et al., 2014) 

Hence, this study contributes to a better understanding of how hazelnuts respond 

to water deficit conditions after biostimulant application, emphasizing the 

importance of analyzing the interplay between photosynthesis, proline 

accumulation, phytohormonal regulation, and oxidative stress responses. This 

knowledge is key to developing strategies to enhance drought tolerance in this 

economically valuable crop and emphasizes the potential of microbial treatments, 

such as those involving B. safensis, to strengthen plant resilience under adverse 

climatic conditions. 

5. Conclusions 

This study on hazelnut plantlets treated with B. safensis biofertilizer under varying 

irrigation levels highlighted significant differences in several plant growth 

parameters, including total dry weight (TDW), defoliated dry weight (DDW), foliar 

dry weight (FDW), and root enzyme activity. Treatments with B. safensis and 

different irrigation levels produced notable variations in enzyme activities such as 

superoxide dismutase (SOD), glutathione reductase (GR), and ascorbate 

peroxidase (APX), with B. safensis showing a pronounced impact on mitigating 

water deficit stress. These results are in agreement with previous research 

demonstrating the effectiveness of PGPR in enhancing plant growth and stress 

resilience. 

These results reflect how B. safensis enhances plant resilience through improved 

enzymatic antioxidant defense mechanisms, which are fundamental under 

drought conditions. Significant differences in root proline content and 

phytohormone levels among treatments emphasized the role of B. safensis in 

regulating stress responses and optimizing plant growth under limited water 
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availability. The observed differences in enzyme activity and physiological 

responses support the existing literature on the beneficial effects of PGPR, and 

the importance of adjusting irrigation practices to support plant health. 

This study showed the importance of integrating microbial treatments with 

optimized irrigation practices to enhance plant resilience and productivity under 

challenging environmental conditions. However, further studies are required to 

achieve more conclusive results and refine our understanding of the underlying 

mechanisms, ensuring that the application of such treatments is both effective 

and sustainable across diverse agricultural frameworks. 
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CAPITULO III 

Microencapsulados de Bacillus safensis en una matriz 
de alginato y su impacto en el contenido de compuestos 
fenólicos en albahaca morada  

1. INTRODUCCIÓN 

La germinación de semillas es un proceso esencial para la productividad y calidad 

de los cultivos, siendo la capacidad de la semilla quien determinara el vigor de 

cultivos y la posterior calidad de estos (Cardwell, 1984). Para ellos la agricultura 

ha integrado una serie de tratamientos antes, durante y después de la siembra. 

Estos abarcan varias modalidades, incluida la aplicación de agentes físicos, 

químicos y biológicos como el peletizado y el biopriming (Sharma et al., 2015). El 

peletizado consiste en encapsular las semillas para facilitar su manipulación, 

mejorar la siembra y proporcionar un entorno favorable para la germinación. Por 

otro lado, el biopriming es una técnica que, mediante el recubrimiento de las 

semillas con agentes biológicos como bacterias (Miljaković et al., 2022), pretende 

mejorar la germinación, la vitalidad y el rendimiento de los cultivos. 

El biopriming es una técnica de tratamiento de semillas que integra aspectos 

biológicos (inoculación de la semilla con organismos beneficiosos para 

protegerla) y fisiológicos (hidratación de la semilla) del control de enfermedades 

(Reddy, 2012). La aplicación de rizobacterias promotoras del crecimiento en 

plantas (PGPR) ha desempeñado un papel crucial en la mejor de los cultivos hoy 

en día siendo clave para la utilización de estas en los biopriming (Chakraborti et 

al., 2022).  

El género Bacillus, junto con otras rizobacterias promotoras del crecimiento 

vegetal (PGPR), ha demostrado ser valioso tanto en técnicas de bioestimulación 

como de biocebado. Estos microorganismos demuestran la capacidad de generar 
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auxinas, promoviendo el crecimiento de las plantas, al tiempo que ofrecen 

protección a los cultivos mediante el aumento de la producción de metabolitos 

secundarios (Dutta et al., 2023; Tsotetsi et al., 2022). 

La albahaca morada (Ocimum basilicum var. Purpurascens) es una especie que 

se distingue por su alto contenido de antocianos y por poseer propiedades 

antioxidantes y aromas mayores que la albahaca común (Fernandes et al., 2019). 

Es por esto que en este capítulo se presentara los ensayos realizados con el 

género Bacillus, en particular, Bacillus safensis. con el fin de potenciar la 

capacidad antioxidante de albahaca morada. 

2. MATERIALES Y METODOS 

Se utilizaron semillas desinfectadas de Ocimum basilicum var. purpurascens y se 

sembraron en un sustrato esterilizado dentro de una cámara de ambiente 

controlado. Se aplicó un diseño completamente aleatorio con tres tratamientos. 

Los hidrogeles se prepararon utilizando la técnica JetCutter, descrita por Almeida 

et al. (2023). Donde fueron utilizados 3 tratamientos y 1 control con 4 repeticiones 

cada una, el primero solo contaba con hidrogel, el segundo con un medio de B. 

safensis y el tercero con una inmovilización de B. safensis en un matriz de 

alginato, todos al momento de la siembra de manera similar a un bio-priming 

(Rafiee et al., 2016). Se registraron los días desde la siembra hasta la 

germinación, y después de 20 días desde la siembra, se evaluaron el peso total 

y la altura de los brotes, junto con la actividad de las enzimas antioxidantes según 

Harborne et al., (1990) y la concentración de antocianinas según Ferreres et al., 

(2009). Se realizaron pruebas estadísticas, incluyendo pruebas de normalidad, 

homogeneidad y la prueba de Tukey, utilizando el software R para analizar las 

diferencias entre tratamientos (Almeida et al., 2023; Ferreres et al., 2009; 

Harborne et al., 1990). 
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3. RESULTADOS 

Se observaron diferencias notables entre los tratamientos debido a la influencia 

de estos biofertilizantes, al observar los días de germinación posterior a la 

siembra, se pudo apreciar que para todos los casos hubo un retraso debido a la 

influencia de los tratamientos, apreciándose una diferencia significativa entre el 

control y los tratamientos con el medio de B. safensis y los hidrogeles con B. 

safensis, tal como se puede apreciar en la Tabla 1. 

Tabla 1. Días de germinación post siembra e inoculación  

 
Control Hidrogel B. safensis M. H. B. safensis 

Días 4±1b 5±1ab 7±1a 7±1a 

Distintas letras significa diferencias significativas a P≤0,05 en los tratamientos para Ocimum 

basilicum var. Purpurascens analizados según la prueba de Tukey.  

 

En el caso de la altura de los brotes, sin bien no se apreciaron diferencias 

significativas entre los tratamientos de hidrogel y el medio de B. safensis versus 

el control, si se puedo apreciar una diferencia significativa en el tratamiento con 

hidrogeles con B. safensis en comparación con los demás tratamientos y el 

control como se puede apreciar en la Figura 1. 
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Figura 1. Altura de los brotes transcurrido 20 días  

Height es altura medida en cm. Distintas letras significa diferencias significativas a P≤0,05 en los 

tratamientos para Ocimum basilicum var. Purpurascens analizados según la prueba de Tukey.  
 

En el caso del peso total de los brotes por repetición en cada tratamiento, sin bien 

no se apreciaron diferencias significativas entre los tratamientos de hidrogel y el 

medio de B. safensis versus el control, si se puedo apreciar una diferencia 

significativa en el tratamiento con hidrogeles con B. safensis en comparación con 

los demás tratamientos y el control como se puede apreciar en la Figura 2  
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Figura 2. Peso total de los brotes por repetición de cada tratamiento 

Weight es peso medido en g. Distintas letras significa diferencias significativas a P≤0,05 en los 

tratamientos para Ocimum basilicum var. Purpurascens analizados según la prueba de Tukey.  
 

Para el caso de las enzimas antioxidantes como lo son las peroxidasas (POX), 

se puedo apreciar una tendencia a la disminución de la actividad de a medida 

que se fueron aplicando tratamientos, donde se pudo apreciar como el 

tratamiento con hidrogeles con B. safensis fueron los que tuvieron una menor 

actividad y una diferencia significativa en comparación con el control tal como se 

puede apreciar en la Figura 3. 
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Figura 3. Actividad de la peroxidasa (POX) 

POX es peroxidasa, medida por su actividad en mmol de H2O2 mg prot-1 h-1. Distintas letras 

significa diferencias significativas a P≤0,05 en los tratamientos para Ocimum basilicum var. 

Purpurascens analizados según la prueba de Tukey.  

 

Para el caso de la enzima antioxidante glutatión reductasa (GR) se pudo notar 

que tato el control como el hidrogel tuvieron una mayor actividad de GR sin 

embargo el medio de B. safensis como el hidrogel de B. safensis tuvieron una 

menor actividad, y así de parte de ambos teniendo una diferencia significativa de 

en comparación con el control y el hidrogel tal como se puede apreciar en la 

Figura 4 

. 
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Figura 4. Actividad de la Glutatión reductasa (GR) 

GR es glutatión reductasa, medida por su actividad en mmol de H2O2 mg prot-1 h-1. Distintas letras 

significa diferencias significativas a P≤0,05 en los tratamientos para Ocimum basilicum var. 

Purpurascens analizados según la prueba de Tukey.  

 

En el caso de los antocianos totales, se pudo apreciar una diferencia significativa 

de todos los tratamientos en comparación con el control, además de una 

diferencia significativa del hidrogel en comparación con el hidrogel con B. 

safensis, sin bien no se puedo apreciar una diferencia significativa entre el medio 

de B. safensis versus el hidrogel de B. safensis, si se puede apreciar una 

tendencia al aumento en cada tratamiento, tal como se puede apreciar en Tabla 

2. 

 

 

 

 

 

 



 77 

 

Tabla 2. Identificación y cuantificación total de antocianos  

Control Hidrogel 
B. safensis 

M. 
H. B. 

safensis 
     

Cuantificación mg 100g -1 
Rt 

(min) 
λmax 
(nm) Identificación 

 
1,404 2,085 3,639 2,856 19,9 520 Cyanidin-3-(pC-6′-Caf)Sph isomer 1e 

3,000 3,944 6,411 5,066 23,6 520 Cyanidin-3-(pC-6′-Caf)Sph isomer 2e 

0,780 1,595 1,136 1,971 28,6 520 Cyanidin-3-(6-pC)Sph-5-(6-Mal)Glce 

3,602 9,380 9,612 13,317 28,9 520 Cyanidin-3-(6pC)Glc-5-Glce 

1,271 2,048 2,330 2,674 30,2 520 Cyanidin-3-(6-pC-6′-Caf)Sph-5-Glc isomer 1e 

1,062 1,726 1,776 2,136 31,7 520 

Cyanidin-3-(6-pC-6′-Caf)Sph-5-(6-Mal)Glc 
isomer 1e 

4,843 9,655 10,304 13,978 32,0 520 

Cyanidin-3-(6-pC-6′-Caf)Sph-5-(6-Mal)Glc 
isomer 2e 

22,350 33,103 35,210 45,311 32,6 520 Cyanidin-3-(6-pC-6′-Caf)Sph-5-Glc isomer 2e 

0,264 0,495 0,521 0,601 33,1 520 Cyanidin-3-(6,6′-dipC)Sph-5-Glce 

4,416 5,096 6,446 6,910 33,7 520 Cyanidin-3-(6,6′-dipC)Sph-5-(6-Mal)Glce 

2,899 3,872 4,008 4,962 35,2 520 Pelargonidin-3-(6,6′-dipC)Sph-5-Glc f 

22,530 32,715 38,695 46,910 35,6 520 Cyanidin-3-(6-pC-X-Mal-6′-Caf)Sph-5-Glce 

0,299 0,420 0,456 0,592 35,8 520 Cyanidin-3-(6-pC-X-Mal-6′-pC)Sph-5-Glce 

68,7±1c 106,1±11,0b 120,5±14,9ab 147,2±15,8a 
  

Total Anthocyanin Content 

Distintas letras significa diferencias significativas a P≤0,05 en los tratamientos para Ocimum 

basilicum var. Purpurascens analizados según la prueba de Tukey.  

4. CONCLUSIONES 

En este estudio se pudieron apreciar disantos matices este hidrogel con B. 

safensis en albahaca morada demostró tener un alto potencial como 

biofertilizante en la etapas tempranas, si bien retrasó la germinación 

significativamente de 4 días a 7 días aproximadamente. Esto se vio rápidamente 

opacado por su gran potencial de estimulación del crecimiento al ser efectivo en 

aumentar el desarrollo de los brotes, ya sea por la altura y peso, siendo positivo 

para la utilización de esta bacteria e especifica junto a este cultivo en el momento 

de la siembra.  
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Por otro lado algunos estudios utilizando Bacillus  safensis para para mitigar el 

estrés por temperatura o salino  demostraron que esta rizobacteria tiene el 

potencial de aumentar el contenido de enzimas antioxidantes para disminuir el 

estrés en cultivos (Khan et al., 2017; Sarkar et al., 2021). Si bien son resultados 

contrarios a los obtenidos en este estudio, esto puede deberse al alto contenido 

de antocianos propios de esta variedad, los cuales fueron potenciado de manera 

significativa por los distintos tratamientos, sobre todo aquellos que involucraron 

la utilización de B. safensis, abriendo nuevas opciones de investigación y de esta 

manera seguir utilizando este Bacillus con el fin de aumentar y potenciar la 

viabilidad de los cultivos. 

Es importante entender que la utilización de PGPR es algo relativamente 

novedoso que ha demostrado tener un impacto positivo en el momento de 

proteger y potenciar los distintos cultivos, es importante seguir investigando más 

al respecto para poder tener una idea más clara y acertada de cómo Bacillus 

safensis nos puede ayudar a tener cultivos en situaciones adversas si no que 

también aumentar la síntesis de compuesto bioactivos que esperamos tener al 

momento de ingerir alimentos, como lo son los compuesto fenólicos. 
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CONCLUSIONES GENERALES 

Este estudio ha demostrado que la aplicación de biofertilizantes a base de 

alginato con Bacillus safensis inmovilizado tiene un efecto positivo en la tolerancia 

al estrés hídrico en plantines de avellano europeo (Corylus avellana L.) bajo 

diferentes niveles de riego. Los resultados evidenciaron mejoras significativas en 

parámetros fisiológicos, como mayor eficiencia fotosintética, apertura estomática 

y tasa de respiración fotosintética en los tratamientos con el biofertilizante. 

Asimismo, se observó un incremento en la producción de prolina, enzimas 

antioxidantes y fitohormonas, lo que refuerza la capacidad de las plantas para 

enfrentar condiciones de déficit hídrico. 

Además, se demostró que la aplicación de este biofertilizante en albahaca 

morada (Ocimum basilicum var. Purpurascens), desde el momento de la siembra, 

incrementó significativamente el contenido de compuestos fenólicos en todos los 

tratamientos, siendo el efecto más pronunciado en aquellos con el biofertilizante. 

Este incremento fortaleció tanto la capacidad nutricional como nutracéutica de la 

planta, destacando especialmente el aumento en el contenido de antocianos. 

Estos hallazgos son cruciales para seguir promoviendo el desarrollo y uso de 

bioinsumos como herramientas clave para mitigar el estrés hídrico y aumentar la 

resiliencia de cultivos como el avellano europeo frente a los efectos del cambio 

climático. Además, subrayan la importancia de continuar investigando y 

desarrollando tecnologías agrícolas más sostenibles, que no solo sean amigables 

con el medio ambiente, sino que también fortalezcan la calidad y productividad 

de los cultivos, contribuyendo a una agricultura más resiliente y eficiente frente a 

los desafíos presentes y futuros. 
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DATOS SUPLEMENTARIOS 
 
Table 1S. Characterization of beads developed through JetCutter technology. 

Microparticles parameters Data 
Matrix formulation 2.5 % (w/w) MGA + 1 % (w/w) starch 
Cross-linking time (min) 30 min 
WRC (% w/w) 66.80 ± 0.89 % w/w  
Diameter (mm) 0.75 ± 0.06 mm 
Roundness 0.912 ± 0.04 

Bacterial viability (CFU g-1) 2.14 x 1010±5.18 x 109CFU g-1 
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Table 2S. Changes in Soil characteristics for the trial 

 
  

  100 60 30 
  C B C B C B 
  Initial Final Initial Final Initial Final Initial Final Initial Final Initial Final 

pH in water  5,9 5,8 5,87 6,12 5,84 5,83 5,92 5,99 5,83 5,77 5,84 5,90 

Organic Matter % 8,1 8,5 6,70 6,38 7,18 7,82 6,46 7,20 6,29 8,70 7,56 7,14 

Nitrates (N-
NO3) mg/Kg 2,3 54,3 3,10 7,30 2,90 8,15 2,05 9,30 2,35 15,20 6,45 18,40 

Ammonium (N-
NH4) mg/Kg 21,7 3,3 4,75 18,60 5,90 2,65 4,30 2,40 3,95 2,75 4,05 3,50 

Available 
Nitrogen mg/Kg 7,4 57,5 7,80 25,90 8,80 10,80 6,35 11,60 6,30 17,85 10,40 21,85 

Olsen 
Phosphorus mg/Kg 38,0 35,7 36,25 31,35 39,10 34,40 37,80 35,95 37,05 34,50 38,80 37,95 

Available K mg/Kg 57,7 535,1 440,3 426,8 498,70 417,35 429,30 435,30 424,80 412,30 521,20 490,20 

Exchangeable 
K cmol/Kg 1,3 1,37 1,13 1,10 1,28 1,07 1,11 1,12 1,09 1,06 1,34 1,26 

Exchangeable 
Ca cmol/Kg 8,9 10,91 8,31 9,50 8,48 8,93 7,72 10,43 7,88 9,78 8,59 9,94 

Exchangeable 
Mg cmol/Kg 1,9 2,49 1,73 2,06 1,77 2,03 1,40 1,82 1,67 2,47 1,71 1,94 

Exchangeable 
Na cmol/Kg 0,5 0,45 0,44 0,63 0,52 0,33 0,32 0,49 0,41 0,40 0,53 0,54 

Sum of Bases cmol/Kg 12,7 15,22 11,61 13,27 12,05 12,34 10,53 13,85 11,04 13,70 12,17 13,68 

Exchangeable 
Al cmol/Kg 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 

CEC cmol/Kg 12,7 15,22 11,63 13,29 12,06 12,36 10,54 13,86 11,06 13,71 12,19 13,69 

Al Saturation % 0,1 0,07 0,13 0,11 0,12 0,12 0,14 0,11 0,13 0,11 0,12 0,11 

K Saturation % 10,2 9,02 9,72 8,24 10,61 8,69 10,45 7,92 9,86 7,72 10,97 9,19 

Ca Saturation % 69,7 71,67 71,48 71,51 70,31 72,22 73,16 75,20 71,30 71,32 70,53 72,61 

Mg Saturation % 15,5 16,33 14,89 15,46 14,69 16,37 13,25 13,12 15,02 17,97 14,03 14,18 

Available S mg/Kg 74,4 57,05 60,95 28,45 75,90 27,15 40,20 23,80 52,00 36,10 76,90 22,10 

Fe mg/Kg 60,0 86,60 60,70 255,6 62,20 88,20 64,70 73,00 63,00 83,00 60,00 73,40 

Mn mg/Kg 7,3 7,60 5,85 166,6 4,40 6,20 3,75 5,50 4,25 8,60 4,10 9,60 

Zn mg/Kg 1,6 2,05 1,00 0,60 1,05 1,55 0,75 1,05 1,30 1,40 1,20 1,15 

Cu mg/Kg 1,9 2,35 1,70 2,95 1,75 2,20 1,50 2,05 1,65 2,15 1,65 2,00 
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Figure 1S. Evaluation of aerial part in Corylus avellana plants, a) Total dry weight 
(g); b) Defoliated Dry Weight (g); c) Foliar Dry Weight (g). 

 
TDW: total dry weight; DDW: defoliated dry weight; FDW: foliar dry weight; FI is 

full irrigation, 60I is 60% irrigation and 30I is 30% irrigation; C is control and B is 

biost. Different letter means significant differences at P≤0.05 in treatments for 

Corylus avellana analyzed according to Tukey test. 
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Figure 2S. Evaluation of root part in Corylus avellana plants a) Root Length (cm), 
b) Number of Green Roots in Corylus avellana Plants. 

 
FI is full irrigation, 60I is 60% irrigation and 30I is 30% irrigation; C is control and 

B is biost. Different letter means significant differences at P≤0.05 in treatments for 

Corylus avellana analyzed according to Tukey test. 
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Figure 3S. Evaluation of the soil in Corylus avellana Plants, a). Fluorescein 
Diacetate Hydrolysis (FDA) (µg F g-1 dry soil), b). Total Organic Carbon (TOC) 
Microbial Biomass (MB) (mg kg-1 DW). 

 
FDA: fluorescein diacetate hydrolysis; DOC: dissolved organic carbon; FI is full 

irrigation, 60I is 60% irrigation and 30I is 30% irrigation; C is control and B is biost. 

Different letter means significant differences at P≤0.05 in treatments for Corylus 

avellana analyzed according to Tukey test. 

 

 

 


