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RESUMEN

La bioestimulacién consiste en el uso de sustancias potencialmente benéficas que ayuden a
mejorar los procesos metabdlicos vy fisioldgicos de las plantas.

Los desechos agro industriales son una fuente de biomasa y de metabolitos cuya utilizacion
y valor potencail ha ido creciendo de forma. Es por ello, que se buscan soluciones
economicamente y ecolégicamente factibles para su aprovechamiento y valorizacion,
basandose en las propiedades de cada material estos se pudieran transformar en compuestos

bioestimulantes.

Dentro de México el mercado de la nuez pecanera es una de las actividades fuertes en la
generacion de desechos, ya que del 100% de la produccién total solo se aprovechan el 50%,
mientras que el otro porcentaje representan todos los residuos vegetales generados.

Desde el punto de vista quimico la nuez, y en especifico la cascarilla, se integra principalmente

de lignocelulésicos; como la celulosa, hemicelulosa y lignina.

El Tomate es una de las hortalizas mas importantes en la industria global, podemos integrar
el problema de los desechos agroindustriales, y buscar sus beneficios dentro del mercado
nacional parar poder transformarlos en bioestimulantes que mejoren la calidad y productividad

en los cultivos de tomate o distintas hortalizas.

El objetivo de este trabajo fue obtener extractos ricos en lignina y probar su efecto
bioestimulante en el crecimiento de plantulas de tomate. Para cumplir con el objetivo se
produjeron dos bioestimulantes distintos, polimeros de Lignina y oligbmeros de lignina, para
la transformacion del extracto se emplearon métodos quimicos en su extraccion y
despolimerizacion, empleando una pirolisis catalitica. Los extractos se caracterizaron
cuantificando la lignina total y los compuestos fendlicos totales, antes y después de la
despolimerizacién. En el andlisis de lignina se encontr6 un 5.38% previo a la pirolisis y 0.76%
un posterior a la incisién de la molécula; las pruebas de fenoles mostraron concentraciones

de 500 ppm y 14 ppm antes y después de la pirolisis.

Posteriormente, se prepararon los tratamientos de polimeros de lignina y oligémeros de

lignina; utilizando dos concentraciones distintas una de 5 ppm y 10 ppm.
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La aplicacion de los tratamientos se realizé por medio de imbibicion utilizando el método de
seed priming, se usaron 25 semillas en cada tratamiento, dejandolas sumergidas por un
tiempo de 24 horas. Posterior a ese tiempo, las semillas fueron sembradas en una charola de
poliestireno de 200 cavidades con sustrato y perlita en una proporcion 1:1; los tratamientos
estuvieron distribuidos en un disefio completamente al azar con 10 repeticiones, cada
repeticion con dos semillas cada una. El transplante se realiz6 en macetas de medio litro, 30
dias posteriores a la siembra bajo un invernadero tipo capilla de baja tecnologia; para la
fertilizacion, las plantas fueron regadas con 50 ml de solucién Steiner al 20% diariamente de

forma manual con un pH de 6.3 y una conductividad eléctrica de 2 dS/m

El muestreo fue realizado 44 dias posteriores al transplante de forma completamente
aleatoria, donde se evaluaron las variables agronémicas de: nimero de hojas y foliolos, altura
y didmetro de tallo, biomasa fresca y seca de hoja, tallo, raiz, y total. El tratamiento estadistico
fue realizado mediante un andlisis multivariado de componentes principales, observandose
una correlacion positiva entre la biomasa de las hojas, raiz y biomasa total con los tratamientos
de lignina 5 ppm, lignina 10 ppm y oligos 5 ppm evidenciando un efecto bioestimulante sobre
la biomasa vegetal.

Palabras clave: despolimerizacion, lignoceluldsicos, pirdlisis
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ABSTRACT

Biostimulation consists of the use of potentially beneficial substances that help improve the
metabolic and physiological processes of plants.

Agro-industrial waste is a source of biomass and metabolites whose use and potential value
has been growing steadily. For this reason, economically and ecologically feasible solutions
are sought for their use and recovery, based on the properties of each material, these could

be transformed into biostimulant compounds.

Within Mexico, the pecan nut market is one of the strong activities in the generation of waste,
since only 50% of 100% of the total production is used, while the other percentage represents
all the vegetable waste generated.

From the chemical point of view, the walnut, and specifically the husk, is mainly made up of

lignocellulosics; such as cellulose, hemicellulose and lignin.

The tomato is one of the most important vegetables in the global industry, we can integrate the
problem of agro-industrial waste, and seek its benefits within the national market to be able to
transform them into biostimulants that improve the quality and productivity of tomato crops or

different vegetables.

The objective of this work was to obtain extracts rich in lignin and test their biostimulating effect
on the growth of tomato seedlings. To meet the objective, two different biostimulants were
produced, lignin polymers and lignin oligomers, for the transformation of the extract, chemical
methods were used in its extraction and depolymerization, using catalytic pyrolysis. The
extracts were characterized by quantifying total lignin and total phenolic compounds, before
and after depolymerization. In the lignin analysis, 5.38% was found prior to pyrolysis and 0.76%
after the incision of the molecule; phenol tests showed concentrations of 500 ppm and 14 ppm
before and after pyrolysis.

Subsequently, the lignin polymer and lignin oligomer treatments were prepared; using two

different concentrations one of 5 ppm and 10 ppm.

The application of the treatments was carried out by means of imbibition using the seed priming

method, 25 seeds were used in each treatment, leaving them submerged for a period of 24
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hours. After that time, the seeds were sown in a 200-cavity polystyrene tray with substrate and
perlite in a 1:1 ratio; The treatments were distributed in a completely randomized design with
10 repetitions, each repetition with two seeds each. The transplant was carried out in half-liter
pots, 30 days after sowing under a low-tech greenhouse type chapel; For fertilization, the
plants were irrigated with 50 ml of 20% Steiner solution daily manually with a pH of 6.3 and an
electrical conductivity of 2 dS/m.

The sampling was carried out 44 days after the transplant in a completely random manner,
where the agronomic variables of: number of leaves and leaflets, stem height and diameter,
fresh and dry leaf, stem, root, and total biomass were evaluated. The statistical treatment was
carried out by means of a multivariate analysis of principal components, observing a positive
correlation between the biomass of the leaves, root and total biomass with the treatments of
lignin 5 ppm, lignin 10 ppm and oligos 5 ppm evidencing a biostimulating effect on the biomass.

vegetable.

Keywords: depolymerization, lignocellulosic, pyrolysis
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I.  INTRODUCCION

En la actualidad los bioestimulantes han generado gran importancia, al ser alternativas
innovadoras y benéficas con los ecosistemas, ayudando a disminuir el uso de productos
quimicos, ya que no solo son amigables con el ambiente si no también mejoran la produccion,

calidad y proteccion de los cultivos agricolas (Lengai & Muthomi, 2018).

La terminologia de bioestimulante hace referencia a toda sustancia de origen biolégico, que,
a pesar de no ser nutriente, actua positivamente sobre los procesos fisioldgicos de las plantas
0 como mejorador del suelo (Du jardin, 2015)

Los agroresiduos generados por el sector agricola, son las partes del cultivo que no se

aprovechan y solo se acumulan, generando un aumento en la contaminacion.

En este caso, los agroresiduos representan una nueva fuente por estudiar, ya que gracias a
su alto contenido proteico confieren una alta capacidad de desnaturalizacion, para su

transformacién en sustancias que generen un beneficio para los cultivos (Ertani, Francioso, &

Nardi, 2017).

Estos desechos al ser de origen biolégico contienen compuestos de interés econdémico y
agroecolégico, como antioxidantes, proteinas, grasas saludables, compuestos fendlicos,
celulosa, lignina entre otros bioactivos; los cuales tienen potenciales aplicaciones
(Bustamante Puel, 2020).

La produccién de nuez pecanera en México es una de las actividades que generan mayor
cantidad de agroresiduos, tan solo la cascara representa entre un 40%-50% del desecho total
(Olivas Tarango et al., 2019), segun la literatura, la cascara contiene un porcentaje de lignina

entre 18%-35% (de Pra Andrade, Piazza, & Poletto, 2021).

La cascara de nuez contiene una gran cantidad de fibras vegetales integrada por la
hemicelulosa, celulosa y la lignina entre otros bioactivos, como compuestos fendlicos que

desde la perspectiva bioquimica pudieran ser tratados para su transformacion (Flores Cérdova

& Sanchez Chavez, 2016).
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La lignina es un polimero conformado por 3 mondmeros basicos: alcohol cumarilico,
confierilico y sinapilico (Agustin-Salazar et al., 2018). Segun la literatura se encuentra

integrada por grupos polioles que generan reacciones de sustitucion electrofilica (Chavez-

Sifontes & Domine, 2013).

Con base a estudios se ha analizado la posible funcién de este polimero como fuente de
energia en el sector agricola por ser un acarreador y liberador controlado de macronutrientes
y fertilizantes basados en lignina (Chio, Sain, & Qin, 2019). Ademas efectua un efecto positivo

en el metabolismo vegetal de las plantas y ayuda a combatir las condiciones de estrés en los
cultivos. La aplicacion de lignina acomplejada con iones ha demostrado generar un impacto
en la proteémica, incrementando el ncontenido de clorofila, asi como las concentraciones de

azUcares y proteinas (Savy & Cozzolino, 2022).

El tomate (Solanum lycopersicum L) pertenece a la familia Solanaceae, es una planta
dicotileddnea y herbacea perenne que se cultiva de forma anual para el consumo de sus
frutos. Es un cultivo con gran valor nutraceutico, que debido a que su produccién bajo sistemas
intensivos, suelen aplicarse de manera desmedida mutiples agroquimicos nocivos para los

ecosistemas y salud humana (Martinez-Ruiz et al., 2016).

Por ello el propoésito de este estudio fue la extraccion y clasificacion para la aplicacion de
extractos crudos mediante técnicas innovadoras para su transformacién en sustancias
benéficas, que sean facilmente aplicadas mediante tratamientos solubles; determinando asi
el efecto bioestimulante de los polimeros y oligdmeros de Lignina sobre el crecimiento vegetal

de plantulas de tomate (Solanum lycopersicum) de la variedad floradade bajo invernadero
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ll.  JUSTIFICACION

Conseguir un mayor valor agregado a los agros residuos desechados en la zona, y

aprovechamiento para generar moléculas con interés para el crecimiento de cultivos.

.  OBJETIVO GENERAL

Obtener lignina y oligdbmeros de lignina a partir de cascara de nuez, y probar su efecto

bioestimulante sobre el crecimiento de plantulas de tomate.

3.1. Objetivos especificos

1- Gestionar con productores regionales la cascara de nuez.

2- Obtenciony caracterizacion de polimeros de lignina extraidos de la cascara de la nuez.

3- Obtencion y caracterizacion de los oligomeros de lignina obtenidos por pirdlisis

4- Evaluar el efecto bioestimulante del polimero sobre el crecimiento de plantula de
tomate.

5- Probar el efecto bioestimulante de los oligdmeros sobre el crecimiento de plantula de

tomate.

IV. HIPOTESIS

Los polimeros de lignina y/o los oligdbmeros de lignina obtenidos de las cascaras de nuez,

evidenciaran efecto bioestimulante sobre el crecimiento de plantulas de tomate.
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V. ANTECEDENTES

5.1. Bioestimulantes del metabolismo vegetal

El uso de bioestimulantes en la agricultura ha sido una préactica cada vez mas eficiente para
enfrentarnos ante problemas que impidan el desarrollo 6ptimo de los cultivos, ocasionados
por modificaciones al medio ambiente. Siendo un atractivo comercio en donde las ganancias

sobrepasan los $2 mil millones de venta (Brown & Saa, 2015).

Para comprender el estudio de los bioestimulante es importante tener una definicion concisa,
distintos especialistas que abordaron el tema desarrollaron propios conceptos de acuerdo a
su justificacién experimental; uno de los autores que le dio una mayor claridad, Patrick du
Jardin, habla de un producto de origen natural o microorganismo, empleado con el fin de
mejorar aspectos fisioldégicos en la planta, potenciar la eficiencia nutricional, brindar una mayor
tolerancia al estrés abidtico, optimizar la calidad del cultivo, independientemente de contener
nutrientres minerales (du Jardin, 2015). Una publicacién del afio 2017 realizada por Yakhin
con asociados, nos mencionan la formulacién de un producto natural con potencial de mejorar
la productividad de cada planta, resultado de las propiedades nuevas del complejo
constituyente, independientemente de contar con nutrientes vegetales; esta definicion
concuerda con el uso del principio de la funcion biolégica del bioestimulante, donde contamos
con una mezcla de moléculas que al ser aplicadas impactan postivamente en la calidad e

inocuidad para la planta (Yakhin et al., 2017).

En la dltima decada se han creado asociaciones con el fin de darle una regulacién y legalidad
al término, por ejemplo en Europa, el Consejo Europeo de la Industria de Bioestimulantes
(EBIC) nos define el concepto como sustancias y/o microorganismos con la funcién de
beneficiar/potenciar los procesos metabdlicos de las plantas cuando estos se aplican
directamente a la planta o a la rizosfera, ayudando a la absorcién y asimilacién de nutrientres,
la tolerancia al estrés abittico y calidad del cultivo (Brown & Saa, 2015). Otro organismo
regulador en America del Norte nos define a los bioestimulantes como sustancias y
microorganismos aplicables a la planta, semilla, suelo o algun diferente medio de cultivo que
propicie incrementar la asimilacion de nutrientes aplicados y adoptar beneficios fisiolégicos a

la planta, sin cumplir con la responsabilidad de dar un aporte nutrimental (Calvo, Nelson, &

Kloepper, 2014).
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En el presente, una de las clasificaciones méas explicitas que podemos encontrar, son los

trabajos realizados por Patrick du Jardin, apartir de fundamentos cientificos considera una

clasificacion de 8 categorias, siendo meticuloso al momento de describir la accion de

microorganismos, asi como propone que dentro de los bioestimulantes podemos clasificar a

los biofertilizantes como una subcategoria de ellos (Yakhin et al., 2017). Cierto es, que hoy en

dia, el conocimiento que teniamos en décadas pasadas sobre los bioestimulantes ha

evolucionado constantemente, llevando a la tarea de reunir conceptos analiticos para la

formacion de una clasificacion mas congruente, ver figura 3.

Acidos himicos y fulvicos

Extractos de algas

marinas

Hidrolizados de
proteinas y otros
compuestos que
contengan nitrégeno

Quitosan y otros
biopolimeros

Elementos benéficos o
compuestos inorganicos

Hongos benéficos

Bacterias benéficas

Residuos vegetales

Regula la actividad celular, generan
cambios metabdlicos, modifican la
expresion de genes.

Mejoran las caracteristicas fisico-
quimicas del suelo, aportan
propiedades anti fungicas,
producen metabolitos secundarios

Mejoras en la calidad de la
cosecha, cuajado de los granos-
futos, y aumento en el nimero de
brotes y raices.

Usado contra la tolerancia al estrés
abidtico y como promotor de la
germinacion, desarrollo y nutricién
en la planta.

Fortalecen las paredes celulares,
ayuda a la fijacién del nitrégeno,
aumentan la cantidad de clorofila,
entre otros.

Promueven la absorcién de
nutrientes, aportan tolerancia a
estrés hidrico, salino, fitopatologico
y a metales pesados.

Aumentan la biomasa y area
radicular, promueven la produccién
de hormonas en la raiz.
Crecimiento, nutricidn y tolerancia
a estrés bidtico o abidtico.

Proteinas, carbohidratos,
bipolimeros alifaticos y lignina

Fitohormonas, compuestos
antioxidantes, vitaminas,
aminodcidos, proteinas y
minerales

Compuestos proteicos,
aminodcidos, péptidos y
polipéptidos

Quitosan

Al, Co, Na, Se, Siy |

Hongos Micorrizos

Bacterias (Rhizobium,
Azospirllum, Bacillus, entre otras)

Antioxidantes, compuestos
fendlicos

Figura 1. Caracteristicas de los principales tipos de Bioestimulantes Vegetales
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5.2. Clasificacion de los bioestimulantes

5.2.1. Acidos Hamicos y Fulvicos

Las sustancias humicas son el resultado de la descomposicion de residuos vegetales,
animales y derivados de la actividad metabdlica de los microbios. Dentro de estas sustancias
se plantea que existe tres clasificaciones de acuerdo a su solublidad en funcién del pH:

huminas, &cidos humicos y &cidos fulvicos.

Las sustancias humicas que se obtienen del suelo contienen proteinas, carbohidratos,
bipolimeros alifaticos y lignina, componentes primordiales para el metabolismo de las plantas
(Calvo et al., 2014) Estas generan un impacto directo dentro de la fisiologia de la planta,
involucrandose para la regulacion de la actividad celular, cambios metabdlicos, modificaciones

en la expresion de genes, asi como actividades hormonales (Amador, Guridi Izquierdo, &

Padrén, 2018).

Quimicamente, se puede decir que los &cidos fulvicos se encuentran mayormente oxidados a
comparacion de los humicos, dando a entender, que los falvicos estdn mas polimerizados, y
sus propiedades fisicoquimicas de varian de acuerdo al origen de cada una, estructurados
como biopolimeros multifuncionales amorfos formados de componentes organicos, tienen la
capacidad de quelatar y llevar cationes a la pared celular de la raiz para posteriormente
asimilarlos, y transportar los nutrientes a través del xilema hacias las partes demandantes en

la planta (LOpez Salazar et al., 2014).

En un informe que recaba diversas investigaciones, nos habla sobre los efectos de las
sustancias humicas en la fisiologia de la planta, frente a estrés hidrico, este tipo de productos
inducian la actividad de le peroxidasa en hojas y raices, lo que llevaba a una reduccién del
contenido de peréxido de hidrégeno, un mantenimiento de la permeabilidad de la membrana
celular, y un aumento en la concentracion de prolina, aminoécido relacionado con eventos de
estrés, funcionando como osmolito en la permeabilidad de la membrana en la raiz, ademas

de inhibir la peroxidacion lipidica y estabalizador de proteinas (Calvo et al., 2014).
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5.2.2. Extractos de algas marinas

Los extractos son llevados a cabo usualmente de macroalgas rojas, verdes y marrones
pertenecientes a los géneros Ascophyllum, Fucus, Laminaria. Este tipo de productos actdan
en favor de los suelos y plantas, cumpliendo con multiples beneficios, como la reestructuracion
en las caracteristicas fisico-quimicas y biologicas del suelo, de igual forma generan un impacto
en el desarrollo y crecimiento de la planta gracias a sus efectos hormonales; al igual que se
informé que cuenta con propiedades antiestrés, derivado de compuestos antioxidantes o
reguladores de genes enddgenos que responden ante situaciones de estrés (du Jardin, 2015).
No sélo por sus efectos bioestimulantes, también se le puede adjudicar propiedades

antifngicas.

En experimentos comprobados con semillas de garbanzo se utilizd pretratamientos de
extractos de Hypnea musciformis (alga roja), Padina tetrastromatica (alga parda) y Ulva
lactulus (algas verdes), logrando observar una resistencia antifingica inducida por fitoalexinas
identificadas. Ademas de producir metabolitos secundarios que se asocian a la resistecia
frente a enfermedades en las partes aéreas de la planta (Lépez Salazar et al., 2014). Se ha
reportado que dentro de la gran diversidad molecular que los extractos de algas contienen
resaltan las fitohormonas, los compuestos antioxidantes, vitaminas, aminoacidos, proteinasy
minerales, esta Ultima propiedad ha sido de ayuda como biofertilizante para los cultivos debido

a su aporte de macro y micro nutrientes (Lépez-Padrén et al., 2020).

5.2.3. Hidrolizados de proteinas y otros compuestos que contengan nitrégeno

Los hidrolizados de proteinas se obtienen de desechos vegetales y de origen animal; estas
mezclas estan conformadas de compuestos proteicos, aminoacidos, péptidos y polipéptidos
(Rai, Rai, & Sarma, 2021).

Dentro de una investigacion donde se evallo los rendimientos del cultivo de arroz producidos
por la aplicacion foliar de un bioestimulante a base de aminoacidos, lograron observar que
distintas variables fisiol6gicas en las plantas se potenciaron, la aplicacion se realiz6 con
Franquer supra 0,8 L/ha + Sagastim 0,4 L/ha, compuesto de aminoacidos libres, logrando
obtener un rendimiento en la produccién de 6697,1 kg/ha, al igual que una mejora en la calidad
de la cosecha, cuajado de los granos-futos, y aumento en el nUmero de brotes y raices
(Martinez Jiménez, 2018).
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En estudios recabados recientemente, se ha podido sefalar que los hidrolizados de proteinas
ayudan a facilitar la asimilacion de nitrogeno estimulando el metabolismo del nitrogeno y
carbono; de igual forma ayudan a estimular las defensas de las plantas e incrementar la
tolerancia a estrés abiotico (salinidad, oxidacion, temperatura, sequia); de sus funcionalidades
contribuye a la disminucion de toxicidad mineral, gracias a aminoacidos como la prolina que
induce una tolerancia a estrés por metales pesados, para algunos aminoacidos (la
asparangina, glutamina, cisteina) se identificaron efectos quelatantes para micronutrientes
como Ni, Cu, As y Cd (Calvo et al., 2014); compuestos nitrogenados como la glicina, betaina
y la prolina participan en las actividades antioxidantes del metabolismo de la planta eliminando
los radicales libres que se presentan por las condiciones de estrés Ambiental (du Jardin,
2015).

5.2.4. Quitosan y otros biopolimeros

El quitosan es un biopolimero desacetilado de la quitina, usado en la agricultura para mejorar
aspectos fisiologicos debido a la capacidad policationica para unirse a estructuras celulares;
atraves de los afios su uso se ha centrado en la proteccion de las plantas contra fitopatégenos
uniéndose a receptores especificos involucrados en la activacion de genes de defensa con
actividad parecida a la de los elicitores de defensa de las plantas (du Jardin, 2015). El quitosan
también se ha utilizado ampliamente contra la tolerancia al estrés abi6tico y como promotor
de la germinacion, desarrollo y nutricion de los cultivos, en una investigacion se evallo la
repuesta de dos distintas variedades de tomate SEN y L-43 a la aplicacion de un
bioestimulante con quitosan por imbibicion de semilla y via foliar, los mejores resultados
obtenidos se dieron al aplicar a las semillas dosis de 1 g/L y a inicio de la floracién con dosis
de 300 mg/ha estimulando los rendimientos en las variedades ESEN 60.9 mg/ha y 27 mg/ha
en la variedad L-43, lo que representa un mayor incremento al tratamiento control con una

diferencia entre 28.5 y 25% respectivamente cada uno (Rivas-Garcia et al., 2021).

Dentro de otro estudio donde se midié el incremento en la emergencia, crecimiento y
rendimiento en cultivo de tomate se evalu6 el efecto de tres dosis de quitosano de 1, 2y 3
g/L, mostrando que 2 g/L fue la que representd un impacto mayor en las caracteristicas

agronomicas evaluadas estimulando una mayor fructificacion, peso y mayor rendimiento en
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los frutos de tomate (Reyes-Pérez, Rivero-Herrada, Garcia-Bustamante, Beltran-Morales, &

Ruiz-Espinoza, 2021).

5.2.5. Elementos benéficos o compuestos inorganicos

Uno de los grupos dentro de los bioestimulantes son los elementos benéficos no esenciales
de origen mineral, contribuyen en el desarrollo de la planta sin ser considerados esenciales.
En su informe du Jardin, 2015, sefiala que los principales elementos benéficos probados son
el Al, Co, Na, Se, Si y I, estos minerales intervienen en el fortalecimiento de las paredes
celulares o expresadas en estrés oxidativo moderado, lo que otorga la sintesis del arsenal de

moléculas antioxidantes.

Adicionalmente cada elemento otorga beneficios en particular, ejemplo de esto es el cobalto,
el cual es de suma importancia en leguminosas y en suelos pobres de nitr6geno, ya que esta
ligado a la nodulacién y fijacién del nitrégeno, el sodio para ciertas plantas es un elemento
importante para el crecimiento rapido, otro de sus beneficios para ciertas plantas es el
aumento en la expansion celular y un balance hidrico, en plantas del género Astragalus se
report6 que el selenio contribuye a evitar intoxicaciones por una una absorcion excesiva de
fosfatos, para el silicio en plantas como el pepino se le atribuye la creciente rigidez de las
hojas maduras, aumentando la cantidad de clorofila en hojas y reduce su senescencia, en la
actividad nutricional previene la toxicidad causada por manganeso reorientdndolo por los
tejidos foliares, asi como también cumple con la funcidon de evitar pérdidas hidricas por

transpiracion cuticular (Rodriguez S. & Fléres R., 2004).

5.2.6. Hongos Benéficos

Algunos hongos tienen la facultad de formar asociaciones simbitticas con las raices de
plantas; estos se conocen como microrrizas, beneficiando a la planta a aumentar la absorcion
de nutrientes (macronutrientes y micronutrientes), pero también aportandole beneficios
secundarios como la tolerancia a estrés hidrico, salino, fitopatologico y a metales pesados

(Jaizme Vega & Rodriguez Romero, 2008). En el estado de arte actual es mencionado que

estos microorganismos pueden generar simbiosis con cerca del 90% de plantas terrestres,
ademas de brindar beneficios al inducir el crecimiento y la morfogénesis en érganos, algunos

hongos han sido utilizadados para analizar sus propiedades bioplaguicidas y biocontroladoras

23



(du Jardin, 2015). En una investigacion reciente, emplearon tratamientos con hongos
micorrizicos arbusculares, obersvandose un incremento significativo en las variables
agronomicas medidas, contenido hidrico, superficie foliar, biomasa de la planta, nimero de
frutos y masa promedio en frutos, en comparacion con la muestra control, esto nos muestra
el efecto bioestimulante para la tolerancia al estrés hidrico generado por los cambios en las

altas temperaturas (Morales Guevara, Rodriguez Larramendi, DelllAmico Rodriguez, Jerez
Mompie, & Estrada Prado, 2018). Ademas de contribuir con la eficiencia nutricional, los

hongos micorrizicos influyen en la estimulacién de la biosintesis de agregados fitoquimicos
(polifenoles y carotenoides), cambios en el metabolismo secundario, facilidad en la absorcion

de P, nutriente de dificil asimilacion para las plantas (Turrini, Avio, Giovannetti, & Agnolucci,

2018).

5.2.7. Bacterias benéficas

Existen diferentes géneros de bacterias como Rhizobium, Azospirllum, Bacillus, entre otras,
gque han mostrado capacidades bioestimuladoras, inhibiendo el estrés osmético e idnico,
modificando la composicion de la pared celular, reteniendo mayor humedad en la rizosfera
(Van Oosten, Pepe, De Pascale, Silletti, & Maggio, 2017). Se ha encontrado que las
multifuncionalidades de los inéculos microbianos, estimulan el crecimiento y absorcion de
nutrientes, como la fijacion de nitr6geno, quelatacién de Fe, solubilizacién de nutrientes,
produccién de elementos organicos volatiles, al igual de mejoras en aspectos fisiolégicos
como aumentos en la biomasa radicular y en el area de la superficie radicular; un papel
fundametal que jugan a nivel metabdlico es la produccién de reguladores de creciemiento,
como las rizobacterias promotoras del crecimiento (PGPR) asociadas con las raices,
promueven la produccion de los principales tipos de hormonas vegetales (Calvo et al., 2014).
En un articulo revisado, se encontré6 que existen bacterias que sintetizan enzimas, como la
ACC desaminasa, la cual juega un rol fundamental en la inhibicion de los contenidos de etileno
en las plantas y a incrementar las cantidades de amonio disponibles en en suelo para la raiz,
esta funcion contribuye a la resistencia de ataques por fitopatdgenos, como el caso de la
bacteria Pseudomonas brassicacearum, el cual es un fitopatégeno. En suelos contaminados
por el exceso de metales pesados, existen bacterias que promueven el crecimiento y

desarrollo de plantas, por ejemplo es el caso de la bacteria Enterobacter cloacae que frente a
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altas concentraciones de arsenato y niquel promueven el crecimiento vegetal (Esquivel Cote,

Gavilanes Ruiz, Cruz Ortega, & Huante, 2013).

5.2.8. Residuos vegetales

En la actualidad el consumo masivo de minerales y combustibles no renovables ha generado
la tarea de buscar fuentes alternativas de energia, en el caso especifico de la agricultura, se
manejan millones de toneladas de agroresiduos diariamente, y que facilmente pudieran
contribuir a generar una transicion sustentables a bioenergias que sustituyan el uso de sales
minerales (Ahmad et al., 2021).

La agroindustria es uno de los sectores que mas genera residuos vegetales, correspondientes
en su mayoria a las cosechas o podas, por ello, surge la importancia de buscarles un segundo
aprovechamiento (Suarez Jacobo et al., 2016). Los desechos vegetales representan una
nueva, y por lo tanto poco explorada clasificacién de bioestimulantes, sus derivados son una
rica fuente de compuestos bioactivos, antioxidantes y fenélicos, que pueden ser empleados
por productores para ayudar a mejorar la calidad de sus cultivos, asi como influir en las

funciones fisiolégicas de la planta (Ertani et al., 2017).

Gracias a su alto contenido proteico confieren una alta capacidad de desnaturalizacion a
procesos de extraccion, como la hidrélisis enzimética, la fermentacion con microorganismos,
hidrélisis quimica, o la fermentacion solida (compostaje) (Parrado Rubio, Bautista Palomas, &
Romero Ramirez, 2006). De modo que, las investigaciones abordadas sobre el tema han sido
meramente escasas, y hoy en dia se busca que estos mecanismos se han empleados en la
produccion de bioestimulantes, ayudando a reducir la cantidad de residuos generados y los
costos en los procesos sustentables, impactando de forma significativa a la planta,

propiciandoles mejoras en el crecimiento, nutricion y tolerancia a estrés biético o abidtico.

5.3. Residuos agroindustriales de la nuez

Dado a que en las utlimas decadas el crecimiento poblacional ha sido exponencial, por lo que
la produccién de alimentos ha seguido esta misma tendencia, teniendo como consecuencia

una acumulacion de agroresiduos sin precedentes.
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Aunado a esto, los agroresiduos no son desechados de manera adecuada, sumandose asi al
incremento en de la contaminacion ambiental. Por lo anteriormente mencionado, es de suma
importancia buscar alternativas eficientes de reutilizacion y buen manejo de residuos.

El nogal pecanero [Carya illinoinensis (Wangenh) C. Koch] es originario del sur de Estados
Unidos y norte de México (Gary 1973), por lo que debido a esta adaptabilidad climatica y
edafoldgica estos dos paises son los principales productores de la nuez pecanera en el
mundo.

En México, los estados donde se lleva a cabo la mayor produccién son Chihuahua, Coahuila,
Durango, Sonora; y en los ultimos 15 afios la superficie sembrada ha incrementado un 80%

llegando actualemente a las 146 000 hectareas (ver Figura 2)
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Figura 2. Comportamiento del area sembrado con nogal pecanero en los estados donde

mayor produccion se tiene en el priodod comprendido entre 1985 y 2015

Al incrementarse 2.8 veces el area sembrada en el Pais, se incremet6 3.7 veces la produccion,
llegando a cosechar mas de 135 000 tons en el 2021 de acuerdo con la informacién
proporcionada por el anuario estadistico de la produccion agricola, del Servicio de Informacién
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), ver Figura 3.

http://infosiap.siap.gob.mx/aagricola_siap gb/ientidad/index.jsp.
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Figura 3. Produccion de nuez pecanera en los principales estados productores de nuez en el
afio 2021.

Sin embargo, este cultivo genera una elevada cantidad de agro residuos, desechos lefiosos
de las distintas podas, restos del pericarpio llamados rueznos, y la cascara, la cual representa
entre un 40 y 50% del desecho generado (Suarez Jacobo et al., 2016), por lo que basandose
en los datos previamente analizados solamente en el 2021 se generaron entre 54 y 67.5

toneladas de cascara residual.

Si bien, siguiendo la necesidad global de dar valor agregado a los subproductos vegetales y
fruticolas para la reduccion en el volume de contaminantes, las cascaras de nuez, debido a
sus propiedades fisicoquimicas; como lo es el alto contenido en fibras (celulosa, hemicelulosa
y lignina) y compuestos polifenélicos con capacidad antioxidante, lo hacen un materia prima
interesante con aplicacién en la industria, farmacéutica, alimentaria, cosmética, materiales

decorativos entre otras muchas sin explorer aun (Bustamante Puel, 2020).

Adicionalmente con el fin de potenciar el uso de este agroresiduo, se han desarrollado
técnicas innovadoras para la obtencion en conjunto o por separado de los compuestos
bioactivos, como la extraccion asistida por enzimas, con microondas, ultrasonido, extraccion
de solvents (Olivas Tarango et al., 2019) y asi mejorar los rendimientos del proceso y calidad

del extracto.
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5.4. Caracteristicas fisico- quimicas de la cascara de nuez

La cascara de nuez es un material lignoceluldsico, lo que se traduce en que sus principales

componentes estructurales son la holocelulosa en un intervalo reportado entre 45 y 50% (Do

Prado, Aragdo, Fett, & Block, 2009). La holocelulosa se refiere a una mezcla de polimeros,
basicamente de celulosa y hemicelulosa (penstosas, hexosas y acidos urénicos). La lignina
reportada entre un 18 y 35% (de Pra Andrade et al., 2021), siendo este un polimero amorfo

conformado por 3 monoémeros basicos de fenil propanol, responsable de darle consistencia
sélida a las maderas (Parodi Miranda, 2018). Finalmente, se ha reportado un contenido de
cenizas de 0.93 a 2.49% (Loredo Medrano et al., 2016) y un 12.6% de extractivos, los cuales

se refiere a compuestos de bajo peso molecular como los fendlicos, flavonoides y taninos.

Estudios sobre fitoquimicos y nutrientes de la cascara de nuez pecanera, sefialan un
contenido en proteinas de 2.2%, lipidos totals 1.1%, minerales 1.4%, fibra total 48.6%,
carbohidratos 45.4%, fenoles totals entre 116 y 167 mg/g y taninos condensados entre 35y
48 mg/g (Do Prado et al., 2009). Observandose que la cascarilla comprende cuatro veces mas
contenido fendlico que el de la almendra. Por otra parte, se midi6 la capacidad antioxidante,
mostrando una disparidad significativa de cinco veces mayor contenido entre cascara y
almendra. En tanto a la mediciébn mineral, la almendra concentré mayores elementos de
potasio, magnesio, fosforo (180, 540, 110 mg/100g respectivamente) frente a la cascara de la

cual de obtuvieron bajas concentraciones (Flores Cérdova & Sanchez Chavez, 2016).

5.5. Compuestos de polimeros de ligninay oligémeros de lignina como
bioestimulantes en plantas

La lignina es un polimero fendlico con gran ambundancia en la biomasa de las fibras vegetales
del planeta; cuenta con una estructura molecular reticulada, conformada por un grupo de
hidroxilos alifaticos (el grupo carboxilo, alcohol bencilico, y el grupo metoxil), integrado por
grupos polioles reactivos ante distintas reacciones bioquimicas de despolimerizacion; ademas
de tener propiedades de integracion y liberacién lenta propicias para la transformacién de

bioenergias. (Chio, Sain, & Qin, 2019). Por tales caracteristicas quimicas, esta molécula ha
tenido un gran nimero de aplicaciones industriales, médicas y ambientales (Jardim, Hart,

Lucia, & Jameel, 2020).
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En la actualidad el consumo masivo de minerales y combustibles no renovables ha generado
la tarea de buscar fuentes alternativas de energia, en el caso especifico de la agricultura, se
manejan millones de toneladas de agroresiduos diariamente, y que facilmente pudieran
contribuir a generar una transicion sustentables a bioenergias que sustituyan el uso de sales
minerales (Ahmad et al., 2021).

De manera reciente, la lignina acomplejada o sus moléculas fraccionadas han generado una
creciente busqueda de investigaciones con interés para el desarrollo y uso en la agronomia,
con la aplicacion de productos bioactivos que potencialicen los rendimientos, calidad, o
resistencias a estrés de nuestros cultivos. Es el caso de Savy & Cozzolino, 2022 nos recaban
informacion significativa donde emplearon ligninas alcalinas, derivadas de procesos de
extraccion alternos a cada una; generando un aumento en la biomasa aérea y volimen

radicular de plantas de frijol y maiz hidropénico.

El desarrollo tecnolégico ha revelado ventaja Unicas para la transformacion de la lignina,
atrayendo con si multiples investigaciones innovadoras que ayuden a la transfomacion de las
materias residuales; una fuente de transicion son los derivados de lignina extraida de material
bioenergéticos como el caso de los residuos vegetales; publicaciones cientificas mostraron el
crecimiento de plantulas de maiz tratadas con lignina de cafia (Arundo donax), observandose
un efecto hormético con las concentraciones mas bajas, generando cierta bioestimulaciéon
sobre el la biomasa fresca y seca de la plantula, asi como la elongacién de la radicula (Ertani
et al., 2019).

Finalmente, las moléculas potencializadoras de lignina demuestran su eficiencia bioactividad
dentro del metabolismo celular, mostrando un comportamiento similar al de una auxina,

propiciando la adsorcién de iones de K* propicios para la expansién celular (Savy & Cozzolino,

2022).
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5.6. El cultivo de tomate

La produccion intensiva del cultivo tomate es de gran importancia socioeconémica dentro de
la agricultura global, es la hortaliza mayormente cultivada y cosumida en el mundo (Mannino
et al., 2020). Dentro del mercado nacional los mayores productores de tomate son Sinaloa,
Baja California Sur, Sonora y Michoacan que contribuyen con el 77.5% de la produccion total
del pais (SIAP, 2022)

La variedad Floradade se caracteriza por producir frutos de buen porte estético, con pesos en
promedio de 300 gramos, su produccién puede ser mediante sistema hidroponico o
directamente al suelo, donde se desarrolla optimamente en suelos fértiles y ricos en materia

organica (Benavides Sadaka, 2015).

La fisiologia de la planta se puede describir por contar con hojas compuestas de gran tamafio,
con tonos verdes, y crecimientos inderteminados; la semilla cuenta con forma ovalada de
pequefio tamafio entre los 3.5 mm de longitud y esta constituida por el embrién, endospermo
y la testa. El embrion esta integrado por la yema apical, dos cotiledones, hipocétilo y radicula
(Martinez-Ruiz et al., 2016).

El tomate, una solanacea de suma importancia nutraceutica require las mayores condiciones
optimas para la generacion de vitaminas, pero debido a los cambios del ambiente, o el ataque
de plagas, generan influencia negativa sobre los rendimientos y calidad, dejando la puerta
abierta para la busqueda de compuestos bioenergeticos como los bioestimulantes que ayuden
con la problemética (SIAP, 2022)
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VI.  METODOLOGIA

6.1. PRODUCCION DEL BIOESTIMULANTE

6.1.1. Recoleccion de los agro residuos

Para la recolecta del material vegetal, se selecciond la zona del municipio de San
Buenaventura, en el centro del estado de Coahuila. Dicha ciudad est4 ubicada en las
coordenadas 101°32 '48" longitud oeste y 27°03 '45" latitud norte, a una altitud de 490 metros
sobre el nivel del mar. En donde las céscaras de nuez secas y sin rastro de descomposicion,

fueron tomadas directo de la huerta.

6.1.2. Pretratamiento Mecanico ala Cascara de Nuez

Los trabajos experimentales se llevaron a cabo en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal del
Departamento de Horticultura, en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Saltillo,
Coahuila; iniciando con el proceso de macerado de la cascara de nuez el dia 16 de agosto
del 2022, para lo cual se utiliz6 un mortero de porcelana, una licuadora y una cantidad
suficiente de nuestro agro residuo, primeramente se trituraron las cadscaras de tamafio grande
para asi conseguir particulas més finas y pasarlas a moler a la licuadora, todo esto con la
intencion alcanzar 500 gr de polvo lo suficientemente fino; una vez lo obtenido, se colocé en
charola de aluminio para meterlo a una estufa a una temperatura de 60°C durante 24 horas

para sacar toda la humedad y llevar a peso constante.

6.1.3. Extraccién de lignina de cascara de nuez

La extraccion de lignocelulésicos se llevé a cabo iniciando con un pretratamiento quimico de
Soda pulping. (Chavez-Sifontes & Domine, 2013). En donde se colocé una solucién
convencional caustica de NaOH a 18% a una proporcion 1:10 con la cascara de nuez
macerada y seca, en un matraz de Erlenmeyer 100 g del agro residuo mas 900 ml de la
solucion de NaOH, obteniendo una mezcla heterogénea que fue calentada a 170" C en una

plancha de agitador magnético por un periodo de 90 min.
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Esta mezcla fue llamada lignina alcalina; posteriormente fue purificada, por precipitacién con
acido sulfarico 6N en una proporcién 1:5. El precipitado obtenido fue pasado mediante tamiz
metalico y llevado a secado en una estufa por un tiempo de 48 hrs a una temperatura de 70°

C para eliminarles su humedad.

6.1.4. Caracterizacion del extracto de lignina

Cuantificacion de lignina total (Determinacion del nimero kappa)

El porcentaje de deslignificacion de la pulpa alcalina se determiné por medio de NUmero
Kappa (K), método que teéricamente indica la cantidad de lignina resultante del proceso de
cocciéon y degradacion térmica, para la despolimerizacion de la lignina (Bonilla Argelia et al.,
2015 C.E.)

Para las pruebas se necesité 1 g de pulpa de la muestra seca, que se diluyé en 1 L de agua
destilada con un agitador magnético, de la mezcla se tomaron 200 ml, a la cual se le agregé
50 ml de acido sulfarico a 4 N + 50 ml de permanganato de potasio a 0.1 N, para pasar a
agitarse durante 5 min y posteriormente se agregaron 10 ml de yoduro de potasio. Titulando
con una bureta con solucion de tiosulfato de sodio al 0.1 N junto con 5 gotas de almidon,
cuando el yodo se haya consumido totalmente desaparece la tonalidad azul producto del

complejo yodo-almidon.

Se registraron los mililitros consumidos de permanganato de potasio 0.1 N que consumié la
muestra (a); también se realizO una muestra testigo en blanco siguiendo el mismo

procedimiento con la diferencia que solamente se utilizé agua destilada sin pulpa (b).

CALCULO DE RESULTADOS:
Formula
V*F(1)

==
Donde:
K= nimero de permanganato
F= titulacion en blanco (1) constante
P= peso de la pulpa libre de humedad en gramos

V= volumen gastado de tiosulfato realmente consumidos por la muestra
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V: ((b_a)*N)
P

a = mililitros consumidos de Permanganato de Potasio 0.1N que consumié la muestra

b = mililitros consumidos por el Testigo Blanco

Cuantificacién de compuestos fendlicos totales

El contenido de fenoles totales del bioldgico se determiné por el método de Folin-Ciocalteu,
diluyendo 100 mg de nuestro polvo en 1000 ml de agua, se colocé en tubos Eppendorf 50 pL
de nuestra solucién de lignina, 200 uL de reactivo Folin Ciocalteu, 500 uL de carbonato de
sodio al 20%, 5 ml de agua destilada, se colocardn las muestras en bafio maria a 45° C por
30 min, posteriormente la muestra se sonico durante 60 segundos, se centrifugo a 13 500 rpm
durante 10 min a una temperatura de 18° C, finalmente se ley6 la absorbancia a 750 nm con

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

Curva de calibracion

Se prepard una solucion patrén de 4cido galico (100 ppm), disolviendo la solucién a distintas

concentraciones se realizé la curva de calibracion con las siguientes concentraciones:

Cuadro 1. Concentraciones para representacion de curva de calibracion.

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

10 0.067

25 0.073

50 0.095

75 0.117

100 0.136

200 0.211

300 0.286
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Se obtuvieron las absorbancias de cada tratamiento. Los resultados muestran en unidades de
(g /kg de biomasa seca).

Despolimerizacion de Lignina

La lignina se trat6 mediante un mecanismo térmico, exponiendo la biomasa a altas
temperaturas se efectud la reaccion de sus grupos de oxigenos logrando la escision del
polimero obteniendo productos de bajo peso molecular (Brebu & Vasile, 2010). Para generar
la reaccién endotérmica se pesé en un crisol 1 gr del material, llevandole al calor dentro de
una mufla durante un lapso total de 30 min a una temperatura de 500° C y de aqui se

obtuvieron los bioestimulantes.

6.2. EFECTO BIOESTIMULANTE SOBRE EL CRECIMIENTO DE PLANTULA DE
TOMATE

Ubicacion del experimento

El experimento se llevd 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
Auténoma Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila, México, ubicado a 25° 21’ 12.8” latitud

norte y 101° 01° 51.9” longitud oeste.

6.2.1. Proceso de Imbibicién de Semilla (Método de Seed Priming)

Previo al inicio del experimento de campo se hizo la aplicacién de los Bioestimulantes
mediante la técnica de seed priming, tratamiento previo a la siembra que induce un estado
fisiologico donde permite que las semillas germinen de manera mas eficientemente (Lutts et
al., 2016). Se prepararon 4 tratamientos distintos y un tratamiento control utilizando agua
destilada; para los tratamientos se usaron dos concentraciones diferentes a 5 ppm y 10 ppm,
se tomo un volumen significativo de cada solucion donde se sumergieron 25 semillas durante

24 horas por separado utilizando vasos de plastico.

6.2.2. Desarrollo de plantula de Témate

Pasado el periodo de tratado las semillas se llevaron al invernadero para su siembra, fueron

sembradas en charola de 200 cavidades de poliestireno con sustrato de Peat moss y perlita.
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Los tratamientos estuvieron distribuidos en un disefio completamente al azar con 10

repeticiones, cada repeticion con dos semillas cada una. Para un desarrollo 6ptimo, la charola

se envolvié con una bolsa de plastico obscura, con el fin de propiciar el microclima adecuado

para su germinacion, realizando muestreos diarios cuidando el adecuado nivel de humedad

del sustrato; en cuanto las plantulas hayan desarrollado sus primeras hojas verdaderas se

prosiguid a su trasplante en macetas de medio litro; 20 dias posteriores a la siembra se

empez6 con la nutricién de las plantas, utilizando la Solucion Steiner se preparé una solucion

madre para 4 litros de la cual se regaba diariamente 50 ml a una concentracion del 20% de

manera manual con un pH de 6.3 y una conductividad eléctrica de 2 dS/m.

Cuadro 2. Concentraciones de la solucion nutritiva (Steriner,1961).

Nutrientes

KH2PO4

Mg SO4 7H20
Ca (NOgs)2 4H20
KNOs

K2S0Oa4
Micronutrientes
HBO3

MnSO4

ZnS0O4

CuSOs4
H2Mo00O4

Quelato de Fe

Macronutrientes

Disefio experimental

Soluciéon de Steiner

g/L
0.135
0.5
1.07
0.3
0.4
mg/L
55
0.7
0.3
0.07

0.7

Se utiliz6 un disefio completamente al azar con cinco tratamientos de diez repeticiones cada

uno.
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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 evaluadas
e Altura

Se registrd la distancia entre la base y la parte apical de la Ultima hoja formada.

e Diametro de tallo

Con la ayuda de un Vernier se tomé la medida del diametro del tallo.

e NuUmero de Foliolos

De acuerdo a la formacion de hojas se contaron el nimero de foliolos formados en cada una.

e Numero de Hojas
Se contaron el numero total de hojas verdaderas formadas.

¢ Biomasa frescay seca
Fueron tomados en balanza analitica, se registraron por separado parte foliar y raiz, para los
pesos secos las muestras se colocaron por separado en papel estraza, fueron secadas dentro

de una mufla por un periodo de 24 horas.

6.2.3. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se corrieron en el paguete estadistico Infostat version 2010, mediante un
analisis multivariado no supervisado de componentes principales (ACP), el cudl estandariza
los valores con el fin de reduce la dimensionalidad, remueve interrelaciones entre variables y

organiza los datos en vectores.
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VIl.  RESULTADOS

7.1. Cuantificacién de lignina total

Como se muestra en la Figura 4 la lignina cuantificada durante la extraccioén de la cascara de
nuez fue de 5.38%, mientras el contenido obtenido después de la pirdlisis fue de 0.76%, los

resultados se ven reflajados en % (g/100g)

% de lignina

o<

% porcentaje

. -

1 2 X

Figura 4. Cuantificacion de lignina total, expresada en % (p/p); 1) extraccion quimica, 2)

despolimerizacién de la lignina por pir6lisis

7.2. Cuantificaciéon de fenoles totales

En base al diagrama de la Figura 5 se muestran el contenido de fenoles totales en la cascara
de nuez antes y después de la pirdlisis.

Posterior a la extraccion se encontraron 515.25 ppm, y posterior a la pirélisis 14 ppm.

s Y

Contenido de Fenoles Totales [ppm)

500

X0

ppm

20

) Método de obtencion 2 X

Figura 5. Contenido de compuestos fendlicos, expresada en ppm, 1) extraccion quimica, 2)

despolimerizacion por pirélisis
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7.3. Variables de crecimiento

Los tratamientos utilizados para el analisis de las variables en el crecimiento de la plantula
son: Tratamiento 1 (Lignina 5 ppm), Tratamiento 2 (Lignina 10 ppm), Tratamiento 3

(Oligbmeros 5 ppm), Tratamiento 4 (Oligdmeros 10 ppm) y Tratamiento 5 (Testigo).

El andlisis de componentes principales (PCA) permitié realizar estadistica descriptiva que
consistd en expresar las 12 variables de crecimiento vegetal, en un conjunto de
combinaciones lineales de factores no correlacionados entre si, ademas de que permite
representar 6ptimamente en un espacio de dimension pequefia, observaciones de un espacio

general y por consiguiente la mejor interpretacion de los datos en conjunto.

Para evaluar la relacion entre las variables y los tratamientos, la sprimeras fueron
estandarizados en dos componentes principales (PCA 1Y PCA 2), los cuales explicaron mas
del 85% de la varianza, Figura 3.

Para caracterizar los componentes principales en base a las variables, se observa en el
Cuadro 3 los valores de los vectores de cada componente principal y las correlaciones
positivas con cada tratamiento, tomando en cuenta para dicha interpretacion el valor de cada

vector del CP, el signo de este y el posicionamiento en el el biplot.

Cuadro 3. Matriz de correlacion con las variables

Variable cpl|cp2 | Tratamiento
e |

Altura de planta 0.73 | 0.60 135

Ancho de tallo 0.60 | 0.79 45

No. De hojas 0.48 0.43 135

No. De Foliolos 0.85 | -0.37 135

Peso fresco de Hoja 0.77 -0.27 135

Peso fresco de Tallo 0.88 0.45 135

Peso fresco de Raiz 0.69 -0.61 135

Peso fresco Total 0.95 0.08 135

Peso seco de Hoja 0.59 -0.70 231

Peso seco de Tallo 0.83 0.50 135

Peso seco de Raiz 0.29 -0.70 231

Peso seco Total 0.63 -0.70 231
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Figura 6. Biplot de componentes principales, en donde se muestra el cuadrante en el cuél se
encuentra cada variable y los tratamientos.
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Estos resultados son representados graficamente en el diagrama bi-plot. La proximidad de
una variable a uno de los componentes implica precisamente una correlacién importante con
el componente.

Finalmente, una vez construido y caracterizado el plano factorial se procede a la
representacion de las unidades de observacion, en nuestro caso las variables originales en
dicho plano.

La Figura 6 muestra el posicionamiento de los tratamientos, y correlacionado con el valor del
vector y el signo de este y de este modo se pudo obervar que la Lignina en ambas
concentraciones (5 ppm y 10 ppm), asi como el oligémero a 5 ppm muestran una correlaciéon
positiva con las variables de peso seco total y el peso seco de hoja y raiz.
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VII.  DISCUSION

Para lograr la incisién de la lignina del extracto crudo de la cdscara de nuez, en la actualidad
existen una diversidad de métodos quimicos, fisicos, térmicos y biolodgicos, en donde cada
uno cuenta con ventajas y desventajas. Con la finalidad de lograr un método econémico, no
contaminante y repoducible en el presente estudio se realizd un pretratamiento quimico de
Soda pulping (Chavez-Sifontes & Domine, 2013), la cudl diversos autores la definen como una
técnica eficiente para fibras no maderables, consisti6 en someter el extracto a altas
temperaturas y agregar una base fuerte, en este caso NaOH al 18% y una posterior

precipitacién con acido sulfdrico al 6N.

El contenido de lignina total extraida por medio del método de Numero Kappaen del presente
trabajo fue de 5.38%, mientras que la literatura establece un rango de entre 40% y 50%
(Loredo Medrano et al., 2016), estas diferencias podrian tener relacién con los métodos de
cuantificacion, ya que diversos autores utilizaban métodos mas innovadores como la

espectrofotometria o quimioluminiscencia (Agustin-Salazar et al., 2018).

Dentro de la caractierizacion se cuantificaron los fenoles totales, en donde posterior a la
extraccion se encontraron 515.25 ppm, mientras que posterior a la pirélisis, para lograr una
despolimerizacion de la lignina se encontré un contenido de 14 ppm, diversos autores
mencionan que la lignina polimérica contiene una elevada capacidad antioxidante ante

radicales libres en las células vegetales (De La Rosa, Alvarez-Parrilla, & Shahidi, 2011).

El crecimiento vegetal es una evidencia clara de la bioestimulacion, este factor puede ser
medido por diferentes variables de crecimiento, una signifiativa es la biomasa vegetal (Savy &
Cozzolino, 2022). Mediante este estudio, las variables fueron analizadas estadisticamente, la
altura de la planta, el diametro de tallo, nimero de hojas y foliolos, peso fresco de hojas, tallo,
raiz y total, asi como el peso seco del tallo no se vieron afectadas positivamente por alguno
de los tratamientos; sin embargo, los tratamientos que mostraron una relacion positiva con el
peso seco total y peso seco de hoja y tallo fueron los Tratamientos 1, 2 y 3 (Lignina 5 ppm y
10 ppm, Oligomeros 5 pmm). A través de estos resultados podemos demostrar la eficiencia
de las fuentes innovadores de energia para el sector horticola, incitando a seguir con una
linea de investigacion para los lignocelulosicos y sus aplicaciones benéficas sobre el

metabolismo vegetal (Ertani et al., 2019).
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Aunque a la fecha existen pocas invetigaciones acerca del uso de la lignina como
bioestimulante vegetal, algunos de estos han establecido que parte de la explicacion de su
impacto sobre el metabolismo vegetal viene de la reactividad de los diferentes grupos
funcionales de esta como lo hidroxilos aromaticos y alifaticos, lo que lleva a modificaciones
sobre el metabolismo redox (Ahmad et al., 2021), otro estudio evidencié una posible
mimetizacién de esta molécula con reguladores de crecimiento aromaticos como el &cido indol
acético (Savy & Cozzolino, 2022).

Finalmente, no se descarta el uso de los mondémeros de la lignina para la sintesis de moléculas

de defensa, fotosintesis y de la pared celular.
IX. CONCLUSIONES

Se adquirieron residuos de cascara de nuez dentro de la regién, de los cuales se extrajeron
los polimeros de lignina y su transformacion en oligdmeros mediante una despolimerizacion.
La aplicacion de lignina a 5y 10 ppm, asi como la de oligbmeros a 5 ppm mediante seed

priming evidencié una correlacién positiva con el crecimiento de la biomasa vegetal.
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ANEXOS

Figura 9. Hidroxido de sodio al 18%
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Figura 11. Extracto de

lignina derivado de la precipitacion con acido sulfurico 6 N
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Figura 12. Cuantificacién de lignina total
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Figura 13. Lignina despolimerizada por medio de pirolisis catalitica
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Figura 14. Semilla de Tomate variedad Floradade

Figura 15. Imbibicién de semilla por Seed Priming
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Figura 16. Siembra de semilla en charola

Figura 17. Crecimiento de plantula de tomate tratada con Polimeros y Oligomeros de
Lignina
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