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RESUMEN

Los bioestimulantes son sustancias o conjunto de sustancias que ayudan a mejorar

procesos fisiologicos y quimicos de las plantas.

Los agroresiduos hoy en dia tienen un gran impacto negativo ya que no tienen un uso

productivo y se acumulan contaminando el planeta.

Estos se pudieran disminuir dandole un mejor uso, ya que tienen muchos componentes que
son favorables principalmente para las mismas plantas, basandose en esto para

transformar un agroresiduo en un bioestimulante.

México es uno de los dos principales paises productores de nuez pecanera, esto conlleva
de igual forma a una gran produccion de agroresiduos de cascara de nuez. Para ser mas
exacto del 100% de la produccion de cascara de nuez un 50% representa los desechos

generados.

La cascara de nuez se conforma principalmente de materiales lignocelulésicos; como la

holocelulosa que consiste de celulosa y hemicelulosa, también se conforma de lignina.

El cultivo de tomate se puede decir que es una de las hortalizas méas importantes en el
mercado, podemos englobar la problematica de los residuos agroindustriales, sus
beneficios y que se tiene en nuestro pais para poder transformarlo en bioestimulante y asi

mejorar el crecimiento de la planta de tomate.

El objetivo de este trabajo fue obtener mediante hidrolisis quimica un extracto rico en lignina
y una posterior transformacion de lignosulfonatos a partir de cascara de nuez y probarlos
en la germinacion y crecimiento de plantas de tomate. Para cumplir el objetivo se prepararon
soluciones de lignina a diferentes concentraciones: 10 ppm, 50 ppm y 100 ppm, ya teniendo
la lignina cruda se transformd a lignosulfonatos por una sulfonacién obteniéndolos a
concentraciones de 10, 50 y 100 ppm, posteriormente se probd en germinacion con 5
repeticiones que consistian de 15 semillas cada una. En el experimento de crecimiento de
plantulas, se us6 una charola de 128 cavidades utilizando 96 de estas, en este caso se
tomaron los 4 mejores tratamientos y se tomaron dos testigos. Finalmente, se tomé una

muestra de 5 plantas por tratamiento, dando un total de 30 plantas.

Xl



Las variables evaluadas de la germinacion fueron: Coeficiente de velocidad de germinacion,
germinacion relativa, crecimiento relativo de radicula, indice de germinacion, % de

germinacion, indice de velocidad de germinacién e indice de vigor.

Las variables de crecimiento evaluadas de las plantulas fueron: nimero de foliolos, altura,
diametro del tallo, peso fresco y seco de hoja y tallo, peso fresco de la raiz y peso fresco y
seco total de la planta. Los resultados encontrados en las variables de geminacion fueron:
un incremento en el coeficiente de velocidad de germinacion (0.203), en la germinacion
relativa (1.19), en el indice de germinacion (0.0129), en el indice de velocidad de
emergencia (56.7) con la aplicacion del tratamiento de lignosulfonatos a 50 ppm, en
comparacion con las plantas testigo. Adicionalmente, se obtuvo un mayor indice de vigor
tras la aplicacion de la lignina a 10 ppm. El % de germinacion se vio incrementado con la
aplicacion de lignosulfonatos al 10 y 100 ppm, asi como con la lignina a 100 ppm. Respecto
a las variables de crecimiento se encontré un incremento en el diametro de tallo (3.70 mm),
en el peso fresco de hoja (919.10 gr), en el peso seco de hoja (101.22 gr), en el peso fresco
de tallo (749.08 gr), y en el peso seco total de la planta (145.42 gr), con la aplicacion de

lignosulfonatos 50ppm, en comparacion con las plantas testigos y los demas tratamientos.

Palabras clave: Tomate, lignosulfonatos, bioestimulante.
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ABSTRACT

Biostimulants are substances or a set of substances that help to improve physiological and
chemical processes in plants.

Agro-residues nowadays have a great negative impact since they have no productive use
and accumulate polluting the planet.

These could be reduced by giving them a better use, since they have many components
that are favorable mainly for the plants themselves, based on this to transform an
agroresidue into a biostimulant.

Mexico is one of the two main pecan nut producing countries, which also leads to a large
production of nut shell agroresidues. To be more exact, out of the 100% of the nut shell
production, 50% represents the waste generated.

Walnut shells consist mainly of lignocellulosic materials, such as holocellulose, which
consists of cellulose and hemicellulose, as well as lignin.

The tomato crop can be said to be one of the most important vegetables in the market, we
can encompass the problem of agro-industrial waste, its benefits and what is available in
our country to transform it into biostimulant and thus improve the growth of the tomato plant.

The objective of this work was to obtain by chemical hydrolysis a lignin-rich extract and a
subsequent transformation of lignosulfonates from walnut shells and to test them in the
germination and growth of tomato plants. To meet the objective, lignin solutions were
prepared at different concentrations: 10 ppm, 50 ppm and 100 ppm, and having the raw
lignin, it was transformed to lignosulfonates by sulfonation, obtaining them at concentrations
of 10, 50 and 100 ppm, then tested in germination with 5 replicates consisting of 15 seeds
each. In the seedling growth experiment, a 128-cavity tray was used with 96 cavities, in this
case the 4 best treatments were taken and two controls were taken. Finally, a sample of 5
plants per treatment was taken, giving a total of 30 plants.

The germination variables evaluated were: germination speed coefficient, relative
germination, relative radicle growth, germination index, germination %, germination speed
index and vigor index.

The seedling growth variables evaluated were: number of leaflets, height, stem diameter,
fresh and dry weight of leaf and stem, fresh weight of root and total fresh and dry weight of
the plant. The results found in the gemination variables were: an increase in the germination
speed coefficient (0.203), in the relative germination (1.19), in the germination index
(0.0129), in the emergence speed index (56.7) with the application of the lignosulfonate
treatment at 50 ppm, in comparison with the control plants. Additionally, a higher vigor index
was obtained after the application of lignin at 10 ppm. The germination % was increased
with the application of lignosulfonates at 10 and 100 ppm, as well as with lignin at 100 ppm.
With respect to growth variables, an increase in stem diameter (3.70 mm), leaf fresh weight
(919. 10 gn), leaf dry weight (101.22 gr), stem fresh weight (749.08 gr), and total plant dry
weight (145.42 gr), with the application of lignosulfonates 50ppm, in comparison with the
control plants and the other treatments.

Key words: Tomato, lignosulfonates, biostimulant.
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INTRODUCCION

Los bioestimulantes han tomado una gran importancia en la actualidad y son considerados
como una alternativa ecolégica viable para sustituir el exceso de agroquimicos, ya que no
solo mejora la produccion agricola si no también disminuye la contaminacion ambiental
(Lengai & Muthomi, 2018; Valverde et al,2020).

El término de bioestimulante hace referencia a la sustancia que, a pesar de no ser un
nutriente, un plaguicida o un regulador de crecimiento, al ser aplicado en pequefias
cantidades, genera un impacto positivo en la germinacion, el desarrollo, el crecimiento
vegetativo, la floracién, el cuajado y/o el desarrollo de los frutos, esta es una definicion muy
aceptada (du Jardin, 2015).

Los agroresiduos nos afectan hoy en dia ya que es una parte de la planta que no se
aprovecha y se acumula a través de los afios, sumandose al incremento de la

contaminacion ambiental.

Para disminuir estos agroresiduos se pueden emplear en productos que asi mismo ayuden

a los productores con temas relacionados a la mejora de cultivo (Ertani et al., 2019a).

Estos tienen compuestos bioactivos; tanto metabolitos primarios como proteinas,
carbohidratos y lipidos; como secundarios que pueden ser antioxidantes, compuestos
fendlicos entre otros, por este conjunto de compuestos que tienen los agroresiduos se

pueden emplear como bioestimulantes (Colombia et al., s/f).

México es uno de los dos principales paises productores de nuez pecanera por su
adaptacion climética del norte del pais. En el 2021 se llegé a una cosecha de 135,000

toneladas, segun el anuncio estadistico de la produccion agricola del (SIAP).

A consecuencia de esta alta produccién de nuez, también se producen agroresiduos, el cual

representa un 40 y 50% del desecho generado (Loredo Medrano et al., 2016).

La cascara de nuez contiene un 30-40% de lignina. La lignina es uno de los biopolimeros
mas abundantes en las plantas; esta, junto con la celulosa y la hemicelulosa conforman la

pared celular. (Agustin-Salazar et al., 2018a).



La lignina ha sido empleada como sustituto del fenol en las resinas resol en distintos
porcentajes. Algunos autores emplearon la lignina Kraft y los lignosulfonatos como relleno
para formular resinas resol destinadas a la fabricacion de contrachapados y aglomerados
(Lavoie, Baré, & Bilodeau, 2011).

EL tomate (Solanum lycopersicum L) pertenece a la familia Solanaceae, es una planta
dicotiledonea y herbacea perenne que se cultiva en forma anual para el consumo de sus

frutos (Romero-Arenas et al., 2017).

Este cultivo es producido principalmente bajo sistemas intensivos con elevado uso de
agroquimicos que pueden tener efectos negativos sobre la salud humana y el medio
ambiente (Martinez-Ruiz et al., 2016), por lo que el propésito de esta investigacion fue
determinar el efecto bioestimulante de los extractos de lignina y de lignosulfonatos
obtenidos a partir de cascara de nuez, sobre la germinacion de semillas dentro de una
camara bioclimatica a 25°C y el crecimiento de plantulas de tomate (Solanum lycopersicum)

de la variedad floradade que se mantuvieron en invernadero de tecnologia madia.

I. JUSTIFICACION

Existe la necesidad de dar un valor agregado a los residuos de la agroindustria local. En el
Norte del pais se producen residuos de nuez pecanera; los cuales contienen moléculas de
interés como lignina, celulosa, hemicelulosa, pectinas y compuestos polifendlicos, estos
pueden recuperarse y/o modificarse para sintetizar compuestos con una amplia gama de
aplicaciones; en este proyecto se pretendera la produccién de compuestos lignoceluloliticos
con efecto bioestimulante sobre el metabolismo vegetal, el cual puede lograr una mejora en
la germinacién y crecimiento de especies horticolas, creandose asi un nicho de oportunidad
para la investigacion basica, transferencia de tecnologia e insercién de recursos humanos

de alto nivel en sectores productivos.



. OBJETIVO GENERAL

Obtener extractos de lignina y sintetizar lignosulfonatos a partir de cascaras de nuez y

probar su efecto bioestimulante sobre la germinacién y crecimiento de plantulas de tomate.

3.1 Objetivos especificos

1-
2-
3-

Gestionar con productores regionales la obtencién de residuos de cascara de nuez.
Obtencidn y caracterizacion de extractos crudos de la cascara de nuez.

Sintesis mediante reaccién quimica de compuestos lignosulfénicos a partir del
extracto crudo de la cascara de nuez.

Evaluar el efecto bioestimulante del extracto crudo de la cascara de nuez sobre la
germinacion de semillas de tomate.

Evaluar el efecto bioestimulante del extracto crudo de la cascara de nuez sobre
variables de crecimiento de plantulas de tomate.

Evaluar el efecto bioestimulante de los compuestos lignosulfénicos sintetizado sobre
la germinacion de semillas de tomate.

Evaluar el efecto bioestimulante de los compuestos lignosulfénicos sintetizados

sobre variables de crecimiento de plantulas de tomate.

V. HIPOTESIS

El extracto crudo, rico en moléculas lignoceluloliticas de la cascara de nuez, podra

evidenciar efecto bioestimulante sobre la germinacion y el crecimiento de plantulas de

tomate. También a partir del extracto crudo de la cascara de nuez, se sintetizara mediante

reaccion de sulfonacién los lignosulfonatos; moléculas con efecto bioestimulante sobre la

germinacion y crecimiento de las plantulas de tomate.



V. REVISION DE LITERATURA

4.1. Bioestimulantes vegetales

Los bioestimulantes son sustancias organicas que se utilizan para elevar el crecimiento y
desarrollo de las plantas y que estas tengan mayor resistencia a las condiciones adversas
como salinidad, toxicidad, déficit o exceso de humedad (Rouphael & Colla, 2018).

La composicion de bioestimulantes puede incluir auxinas, giberelinas, citoquininas, acido

abscisico, acido jasménico u otra fitohormona (Valverde et al., 2020).

La bioestimulacién se refieren a la induccion para promover o inhibir algun proceso
fisiologico, integrados con practicas de los suelos o del follaje para facilitar un adecuado
crecimiento y desarrollo de las plantas (van Oosten, Pepe, de Pascale, Silletti, & Maggio,
2017).

Los bioestimulante se usan mas en la agricultura ya que pueden resolver problemas e
ineficiencias con las que contamos en el campo hoy en dia (Yakhin, Lubyanov, Yakhin, &
Brown, 2017).

El valor de los bioestimulantes en el mercado se estima entre 200 y 400 millones de euros,
con un crecimiento anual de mas de 10% e inversiones anuales en investigacion y

desarrollo de entre el 13 y el 10% de la facturacién (van Oosten et al., 2017).

Los productos que se consideran bioestimulantes se agrupan en una categoria de
productos muy sofisticados, tanto que su reglamentaciéon a nivel mundial alin no esta
completamente cerrada. Sin embargo, existen permisos entre cientificos, reguladores,
productores y agricultores en la definicion de las categorias de estos productos (Ertani et al.,
2019a).



4.2 Produccién de residuos de cascara de nuez en México:

La produccién en México en el afio 2014 fue de 126 mil 799 toneladas de nuez, gracias a
esto nos colocamos como el principal productor en el mundo. Los principales estados
productores son Chihuahua que fue el mayor productor al alcanzar 80 mil 413 toneladas,
Sonora, Coahuila, Durango y Nuevo Ledn, con estos aportando mas del 95% de la
produccion nacional (Sanchez, Ramos-Diaz, Puc, Aracely, & Lopez, sff).

El mercado de exportacion abarcara el 63 por ciento de la produccién nacional, la mayor
parte tiene como destino Estados Unidos, con esto se obtiene alrededor de 370 millones de
dolares en ventas anuales. Sin embargo, la cascara de nuez se considera que es el 50%
del peso de la nuez, siendo este un residuo agroindustrial, el cual, a la fecha, no ha sido
correctamente aprovechado a pesar de contener un arsenal de moléculas de interés

industrial (del Carmen, Vazquez, & Urrea Lopez, s/f).

4.3 Caracteristicas quimicas de la cascara de nuez

La cascara de la nuez esta conformada por un mesocarpio interno y un endocarpio, esta es
una capa que protege a la semilla de agentes externos, la cual contiene celulosa y
hemicelulosa en rangos similares (25-30%). Adicionalmente, contiene lignina, en un
porcentaje entre 30-40% (Loredo Medrano et al., 2016). La lignina es el segundo mayor
componente de la pared celular, y esta tiene la funcion de dar rigidez a la cascara (Cu,
2015).

La definicion estructural de la lignina no ha sido tan clara como la de otros polimeros
naturales debido a la complejidad que afecta su aislamiento, analisis de la composicion, y

la caracterizacion estructural (Dence, 1992).

La lignina tiene las siguientes caracteristicas: Son polimeros vegetales construidos a base
de unidades de fenilpropanoide; principalmente alcohol cumarico, coniferilico y sinapilo,
presentan la mayor parte de los grupos metoxilo contenidos en la madera, son la mayor
fuente de compuestos aromaticos, son resistentes a la hidrolisis &cida, facilmente oxidables,

solubles en bisulfito o alcalis caliente (Agustin-Salazar et al., 2018a).



La lignina esta presente en todas las plantas vasculares y al igual que muchos otros
componentes de la biomasa, esta se forma mediante la fotosintesis. La lignina esta
considerada como un recurso renovable asequible y de potencial uso industrial, cuya
produccion anual se ha estimado en el intervalo de 5-36 x108 toneladas. El potencial de
aplicacion de la lignina ha sido empleado en muchos campos, por ejemplo, termoplasticos,
hidrogeles, antioxidantes, coberturas, lubricantes, surfactantes, resinas resol destinadas a
la fabricacién de contrachapados y aglomerados (Campobenedetto et al., 2020).

Sin embargo, aunque este biopolimero, obtenido de biomasa residual ha sido aprovechado
en diversas areas, la agrondmica aun esta practicamente sin explorar. Actualmente, la
mayor comercializacién de la lignina es en forma de lignosulfonatos, los cuales son
obtenidos mediante reaccion de sulfonacion; ya que poseen una mayor hidrosolubilidad.
(Aro & Fatehi, 2017).

4.4 Lignosulfonatos como bioestimulante vegetal

Los lignosulfonatos son fracciones de las largas cadenas poliméricas de la lignina, con
grupos sulfonatos introducidos en estas, lo que le confiere propiedades anfifilicas,

polielectroliticas,y un incremento en la solubilidad (Ruwoldt, 2020a).

La composicién y las propiedades fisicas de los lignosulfonatos dependen no sélo de su
fuente y de las condiciones de modo de preparacion, sino también de los procedimientos

llevados a cabo para su aislamiento, purificacién y modificacion (Ruwoldt, 2020b).

El cambio de catién de los lignosulfonatos de sodio, de magnesio o de amonio se lleva a
cabo a través de resinas de intercambio catidnico; en el caso de los lignosulfonatos de
calcio se consigue mediante la adicion del sulfato o carbonato soluble del catién preferido,

seguido de la eliminacion de la sal insoluble de calcio resultante (Ruwoldt, 2020b).

Parece establecido que las propiedades de las resinas fabricadas con lignosulfonatos

amaonicos son mejores que las de calcio y sodio (Alonso Rubio, 2005) .

Autores como Peng (1994) han comprobado que los lignosulfonatos amonicos poseen un
mayor nimero de protones aromaticos frente a la sal sodica, lo que les confiere una mejor

predisposicion hacia la hidroximetilacion.



Los lignosulfonatos amonicos son mas solubles en disolventes orgéanicos que sus
homélogos de calcio, sodio y magnesio. Los cortes de lignosulfonatos de bajo peso
molecular ofrecen mejores resultados que los de elevado peso molecular (Francisco
Burgos, sff).

4.5 El cultivo de tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L.), es la hortaliza mas cultivada y consumida a nivel

nacional e internacional (Florido Bacallao & Fundora, 2014).

El cultivo de tomate es uno de los mas importantes respecto al desarrollo econémico y

social de la agricultura a nivel mundial (Mannino et al., 2020).

Los principales productores de tomate son: Baja California, Colima, Hidalgo, Sonora,
Quintana Roo, dando un rendimiento de 183.683 toneladas por hectarea en el afio 2003

(Romero-Arenas et al., 2017).

La semilla tiene forma ovalada, con un tamafio promedio de 3.5mm de longitud y esta
constituida por el embrién, endospermo y la testa. El embrion estd integrado por la yema
apical, dos cotiledones, hipocoétilo y radicula (Halka, Smolen, Ledwozyw-Smolen, & Sady,
2019).

La germinacibn de la semilla del tomate conlleva tres etapas. La primera dura
aproximadamente 12 horas y se produce una rapida absorcion de agua. La segunda etapa
dura 40 horas, en esta etapa no se observan cambios de anatomia ni en el metabolismo de
la semilla. En la Ultima etapa, la semilla vuelve a absorber agua, iniciando con la emergencia

de la radicula (Martinez-Ruiz et al., 2016).

El tipo de raiz es tipica, presenta ramificaciones profundas que pueden alcanzar hasta 60
cm o mas, las hojas son grandes, compuestas y divididas, con distintos tonos de color verde
y distintas formas segun sea su variedad. Las hojas compuestas se forman por siete, nueve
y algunas veces por once hojas sencillas, estas tienen pelos glandulosos que segregan al
tocarlas una sustancia de color marrén (Martinez-Ruiz et al., 2016; Romero-Arenas et al.,
2017).



El fruto de tomate es una baya que se constituye por varios l6culos, el color mas comun es
el rojo, esto gracias al licopeno, pero también existen otros de color amarillo, naranja y
verde. Su didmetro comercial es de 10 cm (Romero-Arenas et al., 2017).

Aqui solamente falta el hacer hincapié en que el tomate se consume mucho y es susceptible
a muchas enfermedad y estrés abiotico por lo que es importante probar un nuevo

bioestimulante, el cual aparte es producido de un agroresiduo.



V1. MATERIALES Y METODOS

6.1 OBTENCION DE AGRORECIDUOS

Se obtuvieron los agroresiduos gracias a los productores locales del estado de Coahuila,
los cuales fueron los que donaron la cascara de nuez para realizar este proyecto.

6.2 PRODUCCION DEL BIOESTIMULANTE

6.1.1 Extraccién de lignina de cascaras de nuez

La cascara de nuez se tritur6 en un mortero de porcelana y posteriormente se molié en la
licuadora para obtener un polvo fino. De este polvo se pesaron 100 g para agregarle una
solucién convencional caustica (NaOH al 18%) en una proporcion 1:10 (900 ml). Para llevar
a cabo la extraccion de la lignina, la mezcla anterior se calenté a 170 °C en una plancha
por 85 minutos. Posteriormente, se procedio a la separacion por precipitacion, en donde se

llevaron a cabo tres experimentos:

En el primero, a 500 ml de la lignina alcalina se le afiadieron 500 ml de &acido sulfdrico 6N

(proporcién 1:1).

En el segundo a 100 ml de la lignina alcalina se le afiadieron 900 ml de acido sulfdrico al 6
N (proporcién 1:10), y enseguida fue filtrado con un tamiz metalico y puesto a secar en

estufa por 24 hrs a una temperatura de 70 °C.

En el tercer experimento a 50 ml de lignina alcalina se le agregd 950 ml del &cido sulfarico

6N (proporcion 1: 20), se filtrd6 con tamiz metalicoy fue puesto en estufa a 70 C por 24 hrs.

6.1.2 Caracterizacion del extracto de lignina

Cuantificacion de lignina total

Se tomod 1 g de la muestra y se diluyo en 200 ml de agua destilada. A esta solucion se le
agregaron 50 ml de Acido Sulfarico 4N + 50 ml de Permanganato de Potasio 0.1N.
Colocando con una agitacién a la muestra durante 5 min., posteriormente se adicionaron

10 ml de Yoduro de Potasio 1N. Titulando el yodo libre con solucién de tiosulfato de Sodio



0.1N, y afadiendo 5 gotas de almidén (0.2%), cuando el yodo se consume totalmente,
desaparece el color azul producto del complejo yodo-almidén. Punto final de la reaccion.

Se reportd la cantidad de mililitros consumidos de una solucion de Permanganato de
Potasio 0.1N que consumio la muestra @)

se realizd el ensayo en blanco siguiendo el mismo procedimiento de la prueba, pero sin

pulpa. (b)
CALCULO DE RESULTADOS:

*
K V*F P

Experimento 2:
K= 59.5* 95.3* 1= 5,670 ml
Experimento 3:

K=8.5* 95.3*1=810.05 ml

Donde:
K = numero permanganato
F = la titulacion en blanco

P = Peso de la pulpa libre de humedad en gramos
V = Volumen gastado tiosulfato realmente consumidos por la muestra.
Cuantificacion de fenoles totales

Extraccion: Se pesaron 100 mg del extracto de lignina seca en una balanza analitica y se
colocé en tubos Eppendorf de 2 ml, posteriormente con una micropipeta se agregaron 2.0
ml de la mezcla agua: acetona 1:1, se colocé en voértex por 10 s, posteriormente la muestra
se sobnico durante 5 minutos, se centrifugé a 12 500 rpm durante 10 minutos a 4 °C y

finalmente se obtuvo el sobrenadante y se filtro.

Para la determinacién del contenido de Fenoles Totales se sigue la siguiente metodologia
(Sultana et al., 2009, Nsor-Atindana et al., 2012).

Afadimos 50 pL de la solucién (blanco (agua: acetona 1:1), estandar o extracto,
adicionamos 200 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu y le agregamos 500 pyL de Carbonato
de Sodio (Na>,COs3) al 20%, 5 ml de agua destilada y esto se sometid a vortex 30 segundos,
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colocamos las muestras en bafio maria a 45°C por 30 min, leimos la absorbancia a 750 nm

con una celdilla de plastico (se calibro con solucién blanco).

Curva de calibracion.

Preparar una solucion patron de acido galico (500 ppm), disolviendo 12.5 g de acido galico

en 25 ml de agua: acetona (1:1). Construir la curva con las siguientes concentraciones:

Cuadro 1. Concentraciones para representacion de curva de calibracion.

Concentracion Solucién madre | Agua:acetona
(ppm) (uL) 1:1 (uL)
5 12.5 987.5
10 25 975

15 375 962.5
25 62.5 937.5
50 125 875
100 250 750
200 500 500
300 750 250
400 1000 0

Cuadro 2. Resultados de absorbancia de cada tratamiento.

Concentracion
Absorbancia | acido  galico
(750 nm) (ppm)

0.065 5
0.071 10
0.072 15
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0.089 25
0.095 50
0.133 100
0.22 200
0.355 300
0.433 400

Se obtuvieron las absorbancias de cada tratamiento. Los resultados muestran que se

obtuvo mayor concentracion de fenoles (g /kg de biomasa seca).

6.1.3 Sintesis de Lignosulfonatos

A 1 g (duplicado) del sdlido alcalino obtenido se le agregaron 2 ml de formaldehido al 37%
y fue sometido a calentamiento a 70 °C por 60 min, posteriormente se le agregaron 0.5 g
de sulfito de sodio (pH 4) y esta mezcla se calenté a 150 °C por 1.5 hrs. Cuando la reaccion
termino, la fraccién soluble se secé a 70 °C por 24 hrs y de aqui se obtuvo los
lignosulfonatos (Abdulkhani et al 2019).

6.2 PRUEBAS DEL EFECTO BIOESTIMULANTE SOBRE GERMINACION Y
CRECIMIENTO EN PLANTULAS DE TOMATE

6.2.1 Evaluacion del efecto bioestimulante sobre la germinacién de semillas de
tomate.

Para medir la germinacion, se colocaron 15 semillas de tomate variedad floradade en cajas
Petri con un disco de papel filtro, cada una de ellas representaba una repeticiéon, y se le
hicieron 5 repeticiones a cada uno de los 7 tratamientos, los cuales fueron 1: lignina a 10
ppm, 2: lignina a 50 ppm, 3: lignina a 100 ppm, 4: lignosulfonatos a 10 ppm, 5:
lignosulfonatos a 50 ppm, 6: lignosulfonatos a 100 ppm y 7: Testigo agua destilada. A cada
repeticion se le agregaron 10 ml del tratamiento. Posterior a esto, se inicié el monitoreo
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diario de la germinacion de la semilla hasta el final del experimento; siete dias més tarde.

Se considerdé como semilla germinada las que presentaran radicula de al menos 2 mm.

La humedad fue mantenida agregando los respectivos tratamientos a diario y metiendo las
cajas Petri en una camara bioclimética en la oscuridad a 25°C.

Al dia siete se midi6 el largo de radicula, el peso fresco, el peso seco y el total de semillas

germinadas para realizar el calculo de las siguientes variables de germinacion:
1- Coeficiente Velocidad de germinacion (CVG)

CVG =>Ni/ Y NiTi

Ni= semillas germinadas por dia

Ti= nimero de dias del inicio de la germinacién

2- Germinacion relativa (GR)

GR= Nsgt / Nsgc

Nsgt= nimero de semillas del tratamiento

Nsgc= numero de semillas germinadas del control.

3- Crecimiento relativo de radicula (CRR)

CRR= (media longitud de radicula del tratamiento) / (media longitud del control)

4- [ndice de germinacion (IG)

IG= (GR)(CRR)/100

5- % germinacion (%g)

%g= (semillas germinadas) / (total de semillas colocadas) *100

6- Iindice de velocidad de emergencia (IVE)
13



Se obtiene a través del conteo diario de las plantulas emergidas a partir de la siembra,
tomando como plantulas emergidas a las que sobresalgan del sustrato. El indice de
velocidad de emergencia IVE se calcula mediante la expresion propuesta por (Maguire,

1962):
n
e =N A
=)
i=1
En donde:

IVE = indice de velocidad de emergencia; Xi= NUmero de plantulas emergidas por
dia; Ni= Numero de dias después de la siembra; n= Numero de conteos 1, 2..., n

conteos.

7- Indice de vigor
Fue calculada multiplicando la longitud de la radicula por el porciento de

germinacion (Masondo, Kulkarni, Finnie, & Van Staden, 2018).

6.2.2 Evaluacion del efecto biosetimulante sobre el crecimiento de plantulas de
tomate.

Ubicacion del experimento

El experimento se llevé a cabo en un invernadero tipo capilla de mediana tecnologia con
medida de 14 m de largo x 7 m de ancho en el departamento de Horticultura de la
Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila, México, ubicado a 25° 21’
12.8” latitud norte y 101° 01° 51.9” longitud oeste.

Tratamientos
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Se eligieron cuatro tratamientos: lignina a 100 ppm, lignosulfonatos al 10, 50 y 100 ppm, en
donde 20 semillas de tomate (Solanum lycopersicum L.) variedad Floradade fueron
imbibidas en 10 ml de cada solucion, mas un control donde las semillas fueron imbibidas
en agua y un testigo absoluto en donde las semillas no fueron imbibidas, en recipientes de
plasticos de 29.5 ml de capacidad, por 48 hrs., llevando a cabo asi un “priming". Posterior
a este tiempo, las semillas fueron sembradas en charola de germinacion de poliestireno de
128 cavidades, con sustrato 1:1 de perlita y peat moss con 15 repeticiones por cada
tratamiento poniendo 3 semillas por cavidad, el 9 de junio del 2022, una vez germinadas
fueron colocadas bajo condiciones de invernadero de mediana tecnologia. A las tres
semanas posteriores a la siembra fueron trasplantadas a macetas de 500 ml de poliestireno
con sustrato mas perlita a la misma proporcién ya indicada, 10 repeticiones por tratamiento,
dando un total de 60 plantulas. Estas fueron regadas y nutridas con (100 ml) aplicando
solucién Steiner al 25% diariamente de forma manual con un pH de 6.3 y una conductividad

eléctrica de 2 dS/m, como se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 3. Concentraciones de la solucién nutritiva segun (Steiner,1961).

Macronutrientes

Mili equivalentes (Meq)

KH2PO4 1
MgS04.7H20 4
CA(NO3)2.a20 9
KNO3 12
K2S04 7

Micronutrientes

Partes por millén (ppm)

HBO3 0.5

MnSO4 0.7

ZnS0O4 0.09
CuS0O4 0.02
Fe quelado 3
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Disefio experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos de treinta y cinco

repeticiones cada uno.

Muestreo

Se realiz6 un muestreo completamente al azar dos semanas posteriores al trasplante,
donde de tomaron 5 repeticiones por tratamientos, una unidad experimental fue una
plantula. De manera no destructiva se midié nimero de foliolos, la altura, el diametro del

tallo y el peso fresco. Finalmente, fue cuantificado el peso seco.

Variables de crecimiento evaluadas

e NuUmero de foliolos

El nimero de foliolos se cuantificé contando cada lamina foliar dentro de la hoja compuesta.

e Altura

Se midié con cinta métrica flexible desde la base del tallo hasta el apice.

e Diametro del tallo

Se tomd mediante el uso de un vernier manual a 10 cm sobre la base del tallo.

Peso fresco y seco de todas las variables con excepcion de la raiz que solo se midi6 el

peso fresco, ya que el peso seco era muy poco y no tenia caso pesarlo.

e Peso Frescoy Seco

Las plantas fueron divididas en tallo, raiz y hojas y se pesaron utilizando una balanza
digital, registrando el peso fresco. Posteriormente se colocaran en un horno de secado por
76 horas a una temperatura de 760°C para luego pesarse y registrar nuevamente el peso

Seco expresado en gramos.
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VILI. RESULTADOS

7.1 Extraccion de lignina de la cascara de nuez.

Como se puede observar en la Figura 1, en el experimento 1 no se formé el precipitado de
lignina. En el experimento 2 se obtuvieron 1.025 g del precipitado de lignina y en el
experimento 3 se obtuvo la mayor cantidad de lignina sélida, la cual fue de 1.93 g.

© 2.5
c 1.93
c 2
.20
) 1.5
3 — 1.025
o X
'O 1
'c
% 0.5 0
8 0
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3

Figura 1- Grafico de barras del contenido de lignina en tres experimentos de extraccion de
la cascara de nuez.

7.2 Cuantificacion lignina total

En la Figura 2 se puede observar los resultados expresados en % (g/100g) de la

cuantificacién de lignina total. En el experimento dos se obtuvo 6.12% y en el experimento
3 11.28 % de lignina total.
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©
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2 6.12
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= 4
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Experimento 2 Experimento 3

Figura 2. Cuantificacion de lignina total, expresada en % (p/p), en dos diferentes
experimentos de obtencion.
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7.3 Cuantificacion fenoles totales

En el experimento 2 se obtuvieron 1.378 g/kg de fenoles totales y en el experimento 3 se
obtuvo 1.322 g/kg, como se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales, expresada en gramos (g)/ kilo de

tejido (p/p), en dos diferentes experimentos de obtencion.

7.4 Variables de germinacion
7.4.1 Coeficiente de Velocidad de Germinacion

Como se puede observar en la Figura 4, el tratamiento que dio un mayor coeficiente de
velocidad de germinacion fue el de lignosulfonatos a 50 ppm (tratamiento 5) con un

coeficiente de 0.203, mientras que el testigo evidencié un coeficiente de 0.19.

0.25

019 019  0.19 0.2 0.19 0.2
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0.15
0. 0.08
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1 2 3 4 5 6 7

Tratamientos

[y

Coeficiente de velocidad de
germinacién
(93]

Figura 4. Medicion de coeficiente de velocidad de germinacion respecto a los 7

tratamientos por 7 dias.
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7.4.2 Germinacion relativa

La germinacion relativa es un coeficiente que se compara con el testigo, el cual es 1. Y
como se puede observar en la Figuara 5, el mayor indice de germinacion relativa de semillas
fue obtenido con el tratamiento 3, lignina a 100 ppm, el cual fue de 1.23.
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Figura 5. Medicién del % de semillas germinadas en los 7 tratamientos por los 7 dias.

7.4.3 Crecimiento relativo de radicula

El tratamiento que obtuvo el mayor crecimiento relativo de la radicula fue el 1(lignina 10

ppm) con 1.90%., como se puede observar en la Figura 6.
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Figura 6. Gréafico de barras del crecimiento relativo de radicula con la aplicacion de los
diferentes tratamientos de lignina y lignosulfonatos, comparados contra el testigo

(tratamiento 7)
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7.4.4 indice de germinacion

Como se puede observar en la gréfica 7, los tratamientos 5 (lignosulfonatos a 50 ppm) y 2
(lignina 50 ppm) son los que evidenciaron el mayor indice de germinacion.

0.015 0.0127 00117 00129 0.0126

0.0098 0.01
0.01 0.0078
0.005 I I I
0
1 2 3 4 5 6 7

Tratamientos...

Indice de Germinacion

Figura 7. indice de germinacién de las semillas de tomate, tras el priming de los diferentes
tratamientos.

7.4.5 % de Germinacion

En el experimento dé % de germinacion, los tratamientos que nos dieron mayor resultado
fue el 3 (lignina 100ppm), el 4 (lignosulfonatos 10ppm) y el tratamiento 6 (lignosulfonatos
100 ppm).
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Figura 8. % de semillas germinadas por cada tratamiento por los 7 dias.
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7.4.6 indice de Velocidad de Germinacién

El tratamiento que tuvo una mayor velocidad de emergencia fue el tratamiento 5
(lignosulfonatos 50ppm) con un indice de 56.74, como se puede observar en la Figura 9.
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Figura 9. indice de velocidad de emergencia de los 7 tratamientos por los 7 dias.

7.4.7. Indice de Vigor

El tratamiento que evidencié un mayor indice de vigor fue el tratamiento 1 (lignina 10ppm)
con 106.4 en comparacion con el testigo de 54.27, como se puede observar en la Figura
10.
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Figura 10. indice de vigor en los 7 tratamientos por los 7 dias.
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7.5 Variables de crecimiento

Los tratamientos que se tomaron para analizar las variables de crecimiento fueron:

1(lignina 100ppm), 2(lignosulfonatos 10ppm), 3(lignosulfonatos 50ppm), 4(lignosulfonatos
100ppm) 5(testigo) y 6(testigo absoluto).

7.5.1. Niomero de Foliolos.
Ningun tratamiento afecto positivamente a la planta respecto a numero de foliolos. Sin

embargo el testigo imbibido en agua fue el que nos dio mayor numero de foliolos.
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Figura 11. Numero de foliolos de las plantulas de tomate de cada uno de los tratamientos
y testigos.

7.5.2 Altura de planta

Como se muestra en la figura 12, los tratamientos que nos dieron mayor altura fueron 4
(lignosulfonatos a 100 ppm) y nuestro testigo imbibido en agua, ninguno de nuestros

tratamientos fue diferente a nuestro testigo absoluto (5).
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Figura 12. Altura de las plantulas de tomate tratadas con bioestimulantes y testigo.
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7.5.3 Didmetro del tallo

En el diametro del tallo, estadisticamente no se encontraron diferencias significativas, pero
si se explica de manera simple observando la gréfica, se puede ver que el tratamiento que
dio un tallo mas grueso fue el tratamiento 3 (lignosulfonatos a 50 ppm) midiendo un
promedio de 3.7mm de diametro.
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Figura 13. Diametro del tallo de plantulas de tomate tratadas con bioestimulantes y testigos

expresada en mm.

7.5.4 Peso fresco de hoja

En el peso fresco de la hoja no se observaron diferencias estadisticas en los tratamientos.
Pero si se exponen los resultados de su valor numérico el tratamiento con el que se obtuvo

mas peso fresco en las hojas, seria el tratamiento 3 (lignosulfonatos a 50 ppm) con 919.10

g.
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Figura 14. Peso fresco de las hojas de las plantulas de tomate tratadas con
bioestimulante y testigos.
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7.5.5 Peso seco de hoja

En el peso seco de hoja no se observo ninguna diferencia significativa estadisticamente,
pero si se evalla solo con los datos de la grafica se observa que el tratamiento 3
(lignosulfonatos a 50 ppm) fue el que nos dio mas peso seco con 101.22 g.
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Figura 15. Peso seco de las hojas de plantulas de tomate tratadas con bioestimulantes y
testigos expresadas en gramos.

7.5.6 Peso Fresco de Tallo

En el peso fresco de tallo no se ven diferencias significativas estadisticamente, pero
basandose en el valor numérico se observa que el tratamiento que nos dio mas peso
fresco del tallo fue el 3 (lignosulfonatos a 50 ppm) con 749.08 g.
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Figura 16. Peso fresco del tallo de las plantulas de tomate tratadas con bioestimulantes y
testigos expresadas en g.
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7.5.7 Peso Seco del Tallo

En el peso seco del tallo estadisticamente no se encontraron diferencias significativas,
pero en el valor numeérico el tratamiento que nos dio méas peso fue el tratamiento 4
(lignosulfonatos a 100 ppm) con 50.60 g.
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Figura 17. Peso seco del tallo de plantulas de tomate tratadas con bioestimulante y testigo
expresadas en g.

7.5.8 Peso Fresco de Raiz

De igual manera en el peso fresco de raiz estadisticamente no se observan diferencias
significativas, pero en los datos numéricos se observa que el que dio mas peso fresco de
raiz fue el 6 (testigo absoluto) con un peso de 19.04 g.
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Figura 18. Peso fresco de la raiz de plantulas de tomate tratadas con bioestimulantes y
testigo expresado en g.
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7.5.9. Peso Fresco Total.

En la variable de peso fresco total de la planta no se encontraron diferencias significativas
estadisticamente pero el valor numérico muestra que el tratamiento que dio mas peso

fresco de la plantula fue el 3 (lignosulfonatos a 50 ppm) con 1686 g.
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Figura 19. Peso fresco total de toda la plantula de tomate tratadas con bioestimulantes y
testigos expresado en g.

7.5.10 Peso Seco Total

En el peso seco total no se encontraron diferencias entre tratamientos. Pero en el valor
numeérico el tratamiento que dio un mayor peso fue el tratamiento 3 (lignosulfonatos a 50
ppm) con 145.42 g.
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Figura 20. Peso seco total de la plantula de tomate tratada con bioestimulante y testigo
expresada en g.
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En la Tabla 1 se muestra el compendio de los resultados de las variables de crecimiento
tras la aplicacion por priming de los distintos tratamientos de lignina y de los
lignosulfonatos, asi como la del testigo absoluto y por imbibicion, y en general se puede
observar que, para el estadio de plantulas de 5 semanas posteriores a la siembra, no
lograron evidenciarse cambios en biomasa o crecimiento desde la perspectiva estadistica.

Tabla 1- Compendio de los resultados obtenidos de las variables de crecimiento de las
plantulas de tomate

tratamiento | nombre # foliolos altura diam tallo |pfH psH
1|L100 19.2 b 7.48 b 34a 686.4 a 79.5a
2|Ls10 20.4b 8.7 ab 34a 769.78 a 80.58 a
3(Ls50 21.0b 8.4 ab 3.7a 919.10 a 101.22a
4|Ls 100 22.8 ab 9.7a 35a 798.48 a 94.3a
5| testigoabs [20.8b 7.4b 3.2a 7173 a 67.02 a
testigo
6 |imbibido 25a 9.46 a 3.6a 862.16 a 67.02 a
tratamiento | nombre Pft pst pfr ptf pts
1/L100 664.98 a 49 a 18.08 a 1369.5 a 128.5a
2(Ls10 676.96 a 46.8 a 17.23 a 1460.52a |127.38a
3|Ls 50 749.08 a 44.2 a 17.82 a 1686 a 145.42 a
4|Ls 100 738.68 a 50.6 a 16.16 a 1553.32a |1449a
5 | testigo abs |555.90 a 31.44a 12.78 a 1285.98a |98.46a
testigo
6 |imbibido 458.88 a 50.24 a 19.04 a 1340.08a |144.42a

27




VIII. DISCUSION

Para lograr la separacion de la lignina del material lignocelulésico de la cascara de nuez
existen una amplia diversidad de métodos fisicos, quimicos y biolégicos (Chavez-Sifontes
& Domine, 2013). En el presente trabajo de investigacion fue llevado a cabo la técnica de
Kraft, la cual ha sido reportada como la de mas alta eficiencia en matrices como la empleada
en esta investigacion; consistié en someter a altas temperaturas y agregar una base fuerte,
en este caso NaOH al 18% y una posterior precipitacion con acido sulfrico al 6N
(Figueiredo, Lintinen, Hirvonen, Kostiainen, & Santos, 2018). En donde se obtuvo 6.12%
de lignina con el experimento 2 a una proporcion de 1:10. En el experimento 3, en el cuél
consistié en un proporcién 1:20, de precipitado, acido sulfdrico se obtuvo 11.2% de lignina.
Sin embargo, en la literatura se ha reportado entre 40 y 50% de lignina (Figueiredo et al.,
2018) en la cascara de nuez, esta diferencia pudiera ser debida a la técnica exploratoria
indirecta que fue utilizada, ya que en lo reportado se usaban técnicas mas sofisticadas
como los infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR), quimioluminiscencia y
espectrofotometria (Agustin-Salazar et al., 2018b).

Respecto al contenido de fenoles totales se obtuvieron en el experimento 2, 1.38 g/kg y en
el experimento 3 se obtuvieron 1.32 g/kg que se traduce a 13.8% y 13.2%. En la literatura
se reportan de 12 a 16% de fenoles totales en la cascara de nuez, lo que nos indica que
esto concuerda con lo reportado anteriores (de La Rosa, Alvarez-Parrilla, & Shahidi, 2011).

El polimero de la lignina est4 conformado por mondmeros aromaticos, los cuales tienen un
efecto antioxidante, gracias a esto tienen un efecto positivo en el metabolismo de las
plantas, sin embargo, los lignosulfonatos., los cuales son lignina modificada mediante
sulfonacién; contienen mas grupos aniénicos debido a mas grupos sulfuro contenidos, los
cuales los hacen mas hidrosolubles y por lo tanto biodisponibles (Ertani et al., 2019Db).

Se trabajé con variables de germinacion como el CVG (coeficiente de velocidad de
germinacion) este analiza la rapidez de la germinacion, su valor aumenta a medida que
aumenta el nimero de semillas germinadas y el tiempo requerido para la germinacion
disminuye. El indice de germinacion es una prueba ampliamente utilizada para evaluar la
fitotoxicidad potencial de ciertas sustancias presentes en medio de crecimiento, sustratos,
0 suelos y se estima considerando el porcentaje de germinacién de semillas y elongacién
de raices (Sobarzo-Bernal, Gédmez-Merino, Alcantar-Gonzalez, Saucedo-Veloz, & Trejo-
Téllez, 2021). El % de germinacion relativa representa el porcentaje de semillas
germinadas en el agua de los diferentes sitios de estudio con respecto a aquellas
germinadas en el testigo. El crecimiento relativo de radicula representa el porcentaje de
crecimiento de la radicula de las semillas expuestas a las aguas de los diferentes sitios de
estudio con respecto a aquellas del lote testigo (Joseph et al., 2014). El indice de vigor de
las semillas ha sido definido como la sumatoria total de aquellas propiedades de las semillas
gue determinan el nivel de actividad y el comportamiento de las semillas o de un lote de
semillas durante la germinacién y emergencia de las plantulas (Rita Salinas, Maria Yoldjian,
Mario Craviotto, & Bisaro, 2001). El indice de velocidad de germinacién es el tiempo
transcurrido del momento en que la semilla toca el agua hasta que comienza la elongacion
de la radicula. (Rita Salinas et al.,2001)

La germinacion se vio afectada positivamente en algunas de las variables muy
probablemente porque las ligninas que son la base de todo, son resistentes a la hidrolisis
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acida, facilmente oxidables, solubles en bisulfito o alcalis caliente, y facilmente
condensables con fenoles o tioles (Chavez-Sifontes & Domine, 2013)

El crecimiento es una evidencia de la eficiencia fotosintética, este puede ser medido con
diferentes parametros con los que se destaca la biomasa (Cardenas M Edgar Eduardo
Yafez A, 2010)

El presente trabajo, la mayoria de estos parametros de crecimiento nimero de foliolos,
altura, diametro de tallo, peso fresco de hoja, peso seco de hoja, peso fresco de tallo, peso
seco de tallo, peso fresco de raiz, peso fresco total y peso seco total no se vieron afectados
por los tratamientos: lignina 100 ppm, lignosulfonatos 10 ppm, lignosulfonatos 50 ppm,
lignosulfonatos 100 ppm, testigo absoluto y testigo imbibido en agua. En un futuro se
tendrian que volver a probar estos mismos bioestimulantes, pero con un método de
extraccion diferente, con otras concentraciones y en otras condiciones ya que a pesar de
gue el uso de lignosulfonatos como bioestimulantes a sido poco explorado, la aplicacion de
estos ha mostrado eficientes resultados sobre el estrés por salinidad del cultivo de cebada
(Elsawy et al., 2022)
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V. CONCLUSIONES
Fue posible obtener residuos de cascara de nuez donados por productores de la region.
De aqui se logré extraer lignina y una posterior modificacion a lignosulfonatos.

Con la aplicacion de ambos bioestimulantes se evidencio un incremento en las variables de
germinacion, pero no del crecimiento.

Con lignina a 10 ppm se elevo el crecimiento relativo de radicula e indice de vigor. Con
lignina a 100 ppm se elevo la germinacion relativa y el % de germinacion y por ultimo con
lignosulfonatos a 50 ppm se elevo el coeficiente de velocidad de germinacion, indice de
germinacion y el indice de velocidad de germinacion.

En conclusion, general, se puede fabricar un bioestimulante a base de residuos
agroindustriales para mejorar variables de germinacion, pero para las variables de
crecimiento se tendrian que hacer mas pruebas con métodos diferentes y diferentes
concentraciones.
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ANEXOS

Figura 21. Cascara de nuez molida en mortero y posteriormente en licuadora.

Figura 22. Hidroxido de sodio (NaOH al 18%)
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Figura 23. Conjunto de cascara de nuez y (NaOH al 18%) en una proporcion 1:10 (900
ml).

Figura 24. Experimentos de separacién por precipitado con 4cido sulftrico 6N en
diferentes concentracion .
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Figura 25. Obtencion de extracto de lignina.

37



38



39



