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RESUMEN. La produccion de lechuga enfrenta desafios que exigen alternativas sostenibles para mejorar su
productividad y calidad. El objetivo de esta investigacion se centrd en determinar el impacto de la aplicacion
combinada de nanoparticulas de hidroxiapatita (nHAp) y un bioestimulante a base de quitina (BQ) sobre el
rendimiento, compuestos fitoquimicos y actividad enzimatica del cultivo. El experimento se estructurd bajo un
arreglo completamente aleatorizado, evaluando dos concentraciones de nHAp (1 000 y 2 000 mg L-!) aplicadas por
imbibicién de semilla y BQ via foliar, dando un total de cinco tratamientos incluyendo un testigo, con cinco
repeticiones cada uno. Los resultados mostraron que el tratamiento T3 (2 000 mg L' nHAp) maximizé la
produccién de biomasa 28.17%. Por otro lado, la calidad bioquimica se favoreci6 al suministrar la dosis de 1 000
mg L1 nHAp + BQ (T4), registrando aumentos del 19.16% en fenoles totales y 15.27% en flavonoides en
comparacion con el testigo. De igual manera, la combinacién de (2 000 mg L' nHAp + BQ) (T5) potencié el
contenido de acido L-ascorbico, aunque indujo una respuesta de defensa antioxidante mediada por la enzima
catalasa. Las nHAp individuales actian como promotores eficaces del rendimiento, mientras que su combinacion
con quitina induce un eustrés que favorece la biofortificacion.

Palabras clave: Bioestimulacion, eustrés, imbibicion de semilla.

ABSTRACT. Lettuce production faces challenges that require sustainable alternatives to improve productivity
and crop quality. The objective of this research was to evaluate the effect of the combined application of
hydroxyapatite nanoparticles (nHAp) and a chitin-based biostimulant (CB) on yield, phytochemical compounds,
and enzymatic activity of the crop. The experiment was structured under a completely randomized design,,
evaluating two concentrations of nHAp (1 000 and 2 000 mg L) applied via seed imbibition and CB via foliar
application, resulting in a total of five treatments including a control, with five replicates each. The results showed
that treatment T3 (2,000 mg L' nHAp) maximized biomass production by 28.17%. Additionally, biochemical
quality was improved by the 1 000 mg L' nHAp + CB treatment (T4), which recorded increases of 19.16% in total
phenols and 15.27% in flavonoids compared to the control. Similarly, the 2 000 mg L-* nHAp + CB treatment (T5)
enhanced the L-ascorbic acid content, although it induced an antioxidant defense response mediated by the
catalase enzyme. Applied individually, nHAps act as effective yield promoters, whereas their combination with
chitin induces a state of eustress that favors biofortification.

Keywords: Biostimulation, eustress, seed imbibition.
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INTRODUCCION

Destacando por su alto valor en el mercado agricola, la lechuga (Lactuca sativa L.) es una especie
horticola (Grzegorzewska et al. 2023) que contiene compuestos bioldgicamente activos benéficos
para la salud; es una fuente importante de vitaminas y minerales (Shi et al. 2022). Tanto la
produccién como los atributos comerciales de esta especie se ven desafiados debido a factores
bioticos y abioticos que limitan su produccion Optima, incluyendo condiciones climaticas adversas,
suelos con nutrientes limitados e incidencia de plagas y enfermedades (Caceres-Rodriguez et al.
2022). Estos desafios reflejan la necesidad de implementar estrategias innovadoras para mejorar la
productividad y enfrentar asi la creciente demanda de alimentos de alta calidad (FAO 2025).

Las practicas agricolas tradicionales no son eficientes para contrarrestar el estrés provocado por los
factores del entorno y la diminucién de suelos fértiles (Carranza-Patifio et al. 2024). El uso
desmedido de fertilizantes sintéticos ha generado danos ambientales e impulsado la busqueda de
alternativas sostenibles que mejoren los pardmetros productivos y las caracteristicas comerciales
de las plantaciones (Onate et al. 2023). Una alternativa prometedora es el uso de bioestimulantes,
como las nanoparticulas de hidroxiapatita (nHAp) y potenciadores metabdlicos a base de quitina
que han demostrado mejorar la fenologia y acumulacion de biomasa de multiples especies
vegetales (Ibrahim et al. 2023, Gémez-Garcia et al. 2025). Las nHAp de composicion quimica
Cai0(PO4)s(OH)2, tienen amplia area superficial, tamano y forma adecuadas para el sector agricola
(Abdelmigid et al. 2022, Noruzi et al. 2023). Se ha demostrado su efecto elicitor al inducir respuesta
de defensa como la activacion de rutas de sefializacion que eleva la biosintesis de compuestos
secundarios como fenoles y flavonoides, ademas de mejorar el crecimiento, biomasa y tejido
radicular de diversos cultivos (Pilotto et al. 2024, Rocha-Santillano et al. 2025). Por otro lado, el BQ
es un inductor formulado a base de polisacarido N-acetil-D-glucosamina, es reconocido por los
receptores foliares de la planta y desencadena respuestas de defensa como la enzima peroxidasa
(Rojas-Pirela et al. 2024). E1 BQ ha mostrado efectos positivos en el crecimiento, desarrollo e
induccidon de mecanismos de defensa (Costales-Menéndez et al. 2021). La produccion de este tipo
de metabolitos secundarios es deseable debido a que contienen propiedades biologicas y
farmacéuticas, que se utilizan en diferentes industrias de relevancia econémica (Twaij y Hasan,
2022). La estimulacién de rutas biosintéticas para la produccion de fitoquimicos mediante
bioestimulantes y nanomateriales ha abierto nuevas vias de investigacion en la ciencia agricola, sin
embargo, la aplicacion de éstos representa retos como garantizar la biocompatibilidad de las
formulaciones, para no comprometer el crecimiento y desarrollo de la planta (Ranjha et al. 2022).
Atendiendo a esta necesidad, la investigacion busca determinar la influencia que ejerce la adicién
combinada de nanoparticulas de hidroxiapatita junto con el bioestimulante a base de quitina sobre
la productividad, los atributos nutraceuticos y la actividad enzimatica de esta hortaliza.

MATERIALES Y METODOS

Sitio experimental
La fase de campo del bioensayo abarco de enero a abril de 2025. Las plantas se dispusieron dentro
de un sombreadero tipo geodésico, localizado en el drea de invernaderos de la UAAAN

e-ISSN: 2007-901X https://era.ujat.mx

B89 :


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

) Rocha-Santillano et al.
Ecosistemas Rendimiento y bioquimica de lechuga nanoparticulada
¥ Recursos . ,

Agropecuarios Ecosist. Recur. Agropec. Ntm. Esp. VI: e5221, 2026

https://doi.org/10.19186/era.a13nVI.5221

(Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro) Unidad Laguna. Dicha sede se encuentra en
Torreén, Coahuila, México, (interseccion del periférico Raul Lopez Sanchez y carretera Santa Fe,
km 1.5). El sitio presenta una altitud de 1 123 msnm, ubicado geograficamente a 25° 31' 11" de
latitud norte y 103° 25' 75" de longitud oeste.

Material vegetal y condiciones durante el experimento

Para el establecimiento del bioensayo se recurrié al uso de semilla comercial de la marca Kristen
Seed®, correspondiente a la variedad Parris Island (Lactuca sativa L.). La germinacion se realizé en
charola de plastico con sustrato Peat most. Luego de veinte dias desde la siembra se realizd el
trasplante de las plantulas en macetas de plastico negro con capacidad de 5 litros, utilizando como
sustrato arena 80% y perlita 20%, el cual fue desinfectado previamente con hipoclorito de sodio al
5%. Se colocaron las macetas en hileras con un total de cuatro plantas por metro cuadrado. El riego
fue a través de la solucion nutritiva Steiner, se fue incrementando la cantidad hasta la etapa de
crecimiento vegetativo en la cual se aplic6 de 1-1.5 L por maceta hasta el periodo de cosecha.
Durante el estudio la temperatura promedio se mantuvo estable en un rango de 21.9 a 29.5 °C. La
humedad relativa (HR) registrada en el interior del sombreadero fue de aproximadamente 22%
durante todo el periodo de produccion.

Tratamientos y disefio experimental

Las nHAp fueron otorgadas por el Centro de Investigacion en Quimica Aplicada de la Ciudad de
Saltillo, Coahuila, México. El tamafio de particula oscilé entre 15 y 25 nm, predominando la
morfologia de bastén (Flores-Herndndez et al. 2021). Dichas caracteristicas fueron consideradas
deseables para el area agronomica. El bioestimulante a base de quitina fue el producto comercial
de la empresa Agromarsa® El disefio experimental fue completamente aleatorizado. Los
tratamientos consistieron en un control (T1), T2; 1 000 mg L-'nHAp, T3; 2 000 mg L' nHAp, T4; 1
000 mg L'nHAp + BQ 2 ml L' y T5; 2 000 mg L' nHAp + BQ 2 ml L. Lo que dio un total de cinco
tratamientos con cinco repeticiones cada uno.

Las nHAp se aplicaron en el proceso de imbibicidn de la semilla en la etapa de pre-germinacion.
Para la concentracion se utilizé una solucién inicial de 2 000 mg L' de nHAp, usando un sonificador
Tianjin Autoscience (AS2060, Instrumental Factory®). Se prepararon los tratamientos; 1 000 y 2 000
mg L, en 40 mL de la solucion de nHAp se sumergieron las semillas de lechuga durante 1 hora
(Ortiz et al. 2017), después de transcurrido ese tiempo, se retiraron las semillas de la solucion. El
bioestimulante de quitina se aplicé mediante pulverizacion foliar a las plantas durante el ciclo del
cultivo (en intervalos de 15 dias a partir del trasplante).

Variables evaluadas

Componentes del rendimiento

A los 60 dias después del trasplante, mediante una balanza (Ohaus, PX224) se determind el peso
fresco de las plantas de lechuga recién cosechadas. El drea foliar (AF) se determin¢ utilizando un
método indirecto no destructivo, basado en un modelo de regresion lineal simple. Dicha propuesta
cuenta con un coeficiente de determinacidon (R?) de 0.9851 segun Lakitan et al. (2025). AF =
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0.6907 x (Largo x Ancho). Mediante esta ecuacion se estimo el area foliar total de las plantas a
partir de sus mediciones de largo y ancho de hoja.

Obtencion de extractos para analisis bioquimicos

Se pesaron 2 g de hojas frescas, los cuales fueron mezclados con 10 mL de alcohol etilico en tubos
de polipropileno con cierre hermético. Las muestras se incubaron en un agitador rotatorio (modelo
HZ-300) bajo condiciones controladas de 5 °C, a una velocidad de 20 rpm durante 6 horas.
Posteriormente, los tubos fueron sometidos a centrifugacion a 3 000 rpm durante 5 minutos para
separar las fases. El sobrenadante obtenido fue recolectado para realizar los analisis
correspondientes. Los procedimientos se llevaron a cabo por tratamiento, con tres repeticiones para
cada uno.

Compuestos fitoquimicos

La determinacion del contenido fendlico total se realizd por el método de Folin-Ciocalteau
(Singleton et al. 1999). En un espectrofotometro ultravioleta-visible (UV-Vis: Metash, UV-6 000) a
una longitud de onda de 760 nm. Los resultados se expresan en miligramos de equivalentes de
acido galico por 100 gramos de peso fresco (mg GAE 100 g PF). Ademas, se cuantifico la cantidad
de flavonoides totales mediante un espectrofotéometro UV-Vis (Metash, UV-6 000) a 510 nm, se
reportaron los resultados como miligramos de equivalentes de quercetina por 100 gramos de peso
fresco (mg QE 100 g' PF) (Zhishen et al. 1999). Por el método de DPPH+ se evalu¢ la capacidad
antioxidante (Brand-Williams et al. 1995). Las muestras se analizaron en un espectrofotometro UV-
Vis (Metash, UV-6 000) a una longitud de 517 nm, y los resultados se reportaron como micromoles
de equivalente Trolox por 100 gramos de peso fresco (uM ETrolox 100 g PF). El contenido de acido
L-ascorbico se determind mediante la metodologia descrita por Klein y Perry (1982). Los resultados
se reportan como miligramos por cien gramos de peso fresco (mg 100 g PF).

Actividad enzimatica

El extracto enzimatico se obtuvo mediante la metodologia de Ramos et al. (2010). La actividad de
la peroxidasa se determiné utilizando el método de Kar y Mishra (1976) y de la catalasa por la
metodologia de Braber (1980). Ambas reportadas en U mg* proteina.

Analisis estadistico

Para los resultados obtenidos de las variables bioquimicas, el analisis estadistico considerd cuatro
réplicas biologicas elegidas al azar por cada tratamiento. La cuantificaciéon de cada muestra
bioldgica se realizé mediante tres réplicas técnicas en el laboratorio para garantizar la fiabilidad
analitica. Se analizaron mediante ANOVA tomando como unidad experimental a la réplica
bioldgica (n = 4 por tratamiento) aplicando la prueba de Tukey para comparar medias con una
significancia P < 0.05. Previo al analisis, se verificaron los supuestos de normalidad mediante la
prueba de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Levene. En todos
los casos los residuos cumplieron con los criterios de normalidad (P > 0.05). Se usé el programa
estadistico Statistical Analysis System (SAS) versién 9.4.
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RESULTADOS

Rendimiento

El andlisis de la variable rendimiento mostr6 efectos significativos con la aplicacion de los
tratamientos en el cultivo de lechuga. El tratamiento T3 destac con una respuesta estadisticamente
superior en comparacion con el resto de los tratamientos evaluados, alcanzado una biomasa fresca
de 457.25 g planta’ (Figura 1). Superando a los tratamientos que incorporaron BQ y al control en
un 28.17%.
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Figura 1. Rendimiento en peso fresco de lechuga con aplicaciéon de dosis de nHAp y
bioestimulante de quitina. Valores que comparten la misma literal carecen de diferencia
estadistica significativa de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0.05).

En cuanto a los resultados de la variable area foliar se incremento la superficie total de las hojas de
lechuga con el T3, que corresponde a la dosis mas alta de nHAp sin combinarse con BQ. Con
respecto al control incremento un 56.90% (Figura 2). Lo que indica que el BQ en combinacion con
la dosis baja de nHAp no genera un aumento estadisticamente significativo del area foliar.

Compuestos fitoquimicos

Los metabolitos secundarios de las hojas de lechuga se vieron afectados considerablemente de
manera positiva con los tratamientos que combinan las nHAp y el BQ (Figura 3). En la variable de
respuesta fenoles totales se destaca el valor maximo (459.57 mg AGE 100 g PF) con el tratamiento
que corresponde a 1 000 mg L' nHAp + BQ (T4), con un incremento de 19.16% con respecto al
tratamiento control.

En cuanto al contenido de flavonoides totales el tratamiento de 1000 mg L-* nHAp + BQ (T4) obtuvo
la concentracion mas alta (549.46 mg QE 100 g PF) con respecto al control, incrementando un
15.27%, y con valores estadisticamente similares a los observados con el T3. Esto indica que la
adicion de un componente no garantiza el aumento, es la combinacion especifica lo que determina
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el resultado. Se evalud la capacidad antioxidante y se obtuvo que los tratamientos generaron
efectos altamente significativos. Al igual que la variable anterior, el T4 fue el que tuvo el mayor
incremento de esta caracteristica, y nuevamente con valores estadisticamente similares al T3. En
cuanto al T5 que resulto estadisticamente igual al T1, lo cual demuestra que la aplicacién conjunta
de dosis alta de nHAp y BQ anula los beneficios individuales, generando una capacidad
antioxidante tan baja como la obtenida de las plantas del tratamiento control.

5000
4500

Tl T2 T3 T4 TS

Tratamientos

Control 1000 mg L-! nHAp € 2000 mg L-! nHAp

1000 mg L' nHAp +BQ  ® 2000 mg L-! nHAp + BQ

Figura 2. Area Foliar de plantas de lechuga en respuesta a diferentes tratamientos de nHAp
y BQ. Valores que comparten la misma literal carecen de diferencia estadistica significativa
de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0.05).

Con respecto al contenido de 4cido L-ascdrbico, se obtuvo que el tratamiento que logrd la mayor
concentracion fue el de 2 000 mg L' nHAp + BQ (T5), incrementando el contenido hasta un 98.86%
con respecto al control. Esto indica que al incrementar la dosis de nHAp el contenido de acido
ascorbico aumenta, y este aumento es mds pronunciado cuando el bioestimulante estd presente.

Actividad enzimatica antioxidante

En la actividad enzimatica antioxidante de las hojas de lechuga, se encontré un incremento en la
expresion de la peroxidasa con la aplicacion del tratamiento 2 (1 000 mg L' nHAp), manteniendo
los niveles del tratamiento control e incluso incrementando numéricamente, pero sin mostrar
diferencias estadisticas en comparacion con el control. Los tratamientos 3, 4 y 5 tuvieron una
evidente y significativa reduccion en el contenido de esta enzima, como se puede observar en la
figura 4a. Al aumentar la dosis de nHAp, o al afadir el BQ se observo una inhibicion
estadisticamente significativa de esta enzima. Por su parte, la enzima catalasa increment6 su
contenido (Figura 4b) con la aplicaciéon de los tratamientos T3, T4 y T5, siendo estadisticamente
similares entre si, y superiores en comparacion con el tratamiento control (T1) y con el T2. En
relacién con la enzima peroxidasa se observa que los tratamientos que tuvieron menor expresion
fueron los que incrementaron considerablemente la catalasa.
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Figura 3. Compuestos fitoquimicos. Fenoles totales (A), flavonoides totales (B), capacidad antioxidante (C) y acido L-
ascorbico (D) en hojas de lechuga con efecto de los tratamientos aplicados. Valores que comparten la misma literal carecen
de diferencia estadistica significativa de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0.05).
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DISCUSION

Rendimiento

Se observo que al incrementar la dosis de nHAp el rendimiento aumentd significativamente, lo que
sugiere que las nHAp actian como un promotor, maximizando la producciéon de biomasa como lo
indica Elsayed et al. (2022). Lo cual, se relaciona directamente con el incremento del 4rea foliar
observado con el T3. Sin embargo, la aplicacion del BQ en combinacion con la dosis alta de nHAp
obtuvo un rendimiento estadisticamente menor al obtenido por las nHAp por si solas. Este
antagonismo observado, sugiere que la combinacién de ambos insumos pudo haber inducido un
estrés abidtico supradptimo, mientras que el T3 genero6 un nivel de estrés benéfico que se reflejo en
el incremento del rendimiento y area foliar. EI T5 superd el nivel de tolerancia de la planta
forzandola a desviar energia hacia el mecanismo de defensa. Dicho comportamiento concuerda con
lo reportado por Madanayake et al. (2021), en los cuales se prob6 un amplio rango de dosis y reporto
un aumento significativo en la biomasa seca de plantas crecidas en medios que contenian nHAp en
concentraciones de hasta 10 000 mg L. Esto sugiere que en la lechuga, al igual que en el rabano,
las nHAp aplicadas a concentraciones de 2 000 mg L' no son fitotdxicas y actian como un promotor
del crecimiento y la produccién de biomasa. Mientras que, Rocha-Santillano ef al. (2024) mencionan
que con la dosis de 2 000 mg L' de nHAp no hubo efecto en el rendimiento en pimiento morrén.
Estos hallazgos muestran lo contrario en lechuga, debido a que se utilizé la aplicacion foliar,
mientras que en este trabajo se aplico por imbibicidon de la semilla. Y se ha observado que, la
exposicion a las nHAp durante la germinacion puede actuar como un elicitor temprano (Lépez-
Martinez et al. 2023). Esta estimulacion inicial optimiza el vigor de la plantula, mejora el
establecimiento del sistema radicular y programa una respuesta metabdlica mas eficiente, que se
traduce en una mayor acumulaciéon de biomasa al final del ciclo (Nile et al. 2022).
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Compuestos fitoquimicos

Sobre la cuantificacion de los principios fitoquimicos, se observaron efectos combinados
importantes entre los dos compuestos bioestimulantes. En cuanto al acido L-ascorbico hubo una
clara sinergia entre la dosis alta de nHAp y el BQ, donde el tratamiento T5 alcanzo la concentracion
maxima (Figura 3d). Lo anterior sugiere un estado de defensa activa, ya que con la biosintesis de
este compuesto se potencia la mitigacion del estrés oxidativo, mediante la neutralizacion de las
especies reactivas de oxigeno (ERO) (Wu et al. 2024), evidenciando que la planta estaba en un estado
de defensa activa. Sin embargo, esta misma combinacién (T5) tuvo un efecto antagénico en la
capacidad antioxidante y los flavonoides totales, no fue el mejor tratamiento, colapsando a niveles
estadisticamente similares a los del tratamiento control. Esto pudo ser debido a que la dosis alta de
ambos bioestimulantes caus6 una desregulacion metabdlica, y por ende una disminucion en la
produccién de metabolitos (Erofeeva 2022). Por otro lado, el incremento de los compuestos
antioxidantes, como fenoles y flavonoides, asi como una mayor capacidad antioxidante con la
aplicacion de 1 000 mg L + BQ, se explica por el eustrés inducido, en el cual, dosis optimas
interacttian con la planta desencadenando respuestas de defensa adaptativas como la activacion de
la ruta de los fenilpropanoides (Zheng et al. 2021, Rodriguez-Jurado et al. 2025). Segun
Rayanoothala et al. (2024), la quitina es un elicitor que, debido a sus propiedades, la planta lo
identifica como PAMP (Patréon Molecular Asociado a Patdgenos), y actiia desencadenando rutas
metabdlicas, como la del shikimato para producir antioxidantes que refuerzan la pared celular y
protegen la planta (Shahrajabian et al. 2021). Este aumento de los compuestos bioactivos observado
en el presente estudio es consistente con datos de otros autores (Lyalina et al. 2023, Ovali y Unlij,
2024).

Actividad enzimatica antioxidante

En la evaluacion de la actividad enzimatica antioxidante se encontrd una regulacion en las defensas
de la planta, dada por una relacion inversamente proporcional entre la actividad de la peroxidasa
y la catalasa. Este sistema enzimatico antioxidante desempefia un papel importante en la
eliminacion de ERO, que aumentan la exposicion a la oxidacion y dafio a las células vegetales
(Fedoreyeva 2024). La peroxidasa corresponde a la primera linea de defensa de la planta (Zhang et
al. 2025). Como se observo los tratamientos T3, T4 y T5 activaron la expresion de la enzima catalasa
inhibiendo la peroxidasa, indicando una reorganizacion del sistema de defensa, la catalasa se
encarga de descomponer el H20: generado durante situaciones de estrés, es la segunda etapa donde
lo recibe y lo convierte en una molécula de agua y oxigeno (Baker et al. 2023). Se evidencia que la
planta aplicé un trade-off metabdlico enfrentando a un estrés inhibitorio por la combinacion de
nHAp y BQ, en el cual priorizé la supervivencia celular, activando la enzima de desintoxicacién
rapida (catalasa), a expensas de la produccién de flavonoides y la inhibicion simultdnea del
rendimiento y la capacidad antioxidante.

CONCLUSIONES

La aplicacion de nHAp por imbibicién de la semilla y el bioestimulante de quitina de manera foliar
demostro tener efectos complejos e interactivos sobre el cultivo de lechuga, en los cuales el
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resultado final dependié de la variable de respuesta. La estrategia de bioestimulacion debe
seleccionarse en funcion del objetivo: el T3 (2 000 mg L' nHAp) es optimo para maximizar la
productividad del cultivo de lechuga. Sin embargo, la dosis de 1 000 mg L + BQ incrementa los
compuestos fitoquimicos en hojas de lechuga. Mientras que el T5 (2 000 mg L nHAp + BQ) es la
estrategia superior para la biofortificacion por su efecto en la concentracion del acido L-ascorbico
foliar.
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