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RESUMEN

La revalorizacion y aplicacion de subproductos de la industria camaronera, asi como
los nuevos materiales que brinda la nanotecnologia generan la oportunidad de
emplear agentes como el quitosano y las nanoparticulas de plata (NPsAQ) para
aplicarlas en el cultivo in vitro de plantas como Tillandsia ionantha Planch. que son
extraidas de su medio sin control y que carecen de medios estandarizados de
produccion para su comercializacion y conservacion. En el presente trabajo de
investigacion se plantearon los objetivos de analizar si la aplicacién de quitosano y
NPsAg en el cultivo in vitro de T. ionantha Planch. benefician la germinacién y la
inocuidad del cultivo; se propuso un protocolo para aplicar la prueba de viabilidad
topografica de tetrazolio en semillas considerando pretratamiento de las semillas
por medio de remojo, escarificacion fisica, asi como diferentes concentraciones de
tetrazolio, se comparoé la efectividad del quitosano con dos fuentes comerciales, el
grado alimenticio y grado reactivo sobre la germinacion y contaminacion de semillas
bajo sistema in vitro, se determind la concentracion y tiempo optimo de exposicidon
de las semillas a las NPsAg dentro del proceso de lavado y desinfeccion previo a la
siembra in vitro asi como al medio de cultivo liquido y su efecto en la germinacién y
control sanitario bajo condiciones in vitro. El remojo por 12 horas y la aplicacion de
tetrazolio al 0.1 % fue suficiente para llevar a cabo una adecuada prueba de
viabilidad, la aplicacion de quitosano grado alimenticio o reactivo en el medio de
cultivo no tuvo efecto significativo en germinacién, contaminacién y supervivencia
de las semillas pero si confirieron mejores caracteristicas estéticas, finalmente la
adicion de NPsAg al medio de cultivo sin esterilizar no presenté contaminacion en
ninguna de las dosis empleadas y su presencia en el medio de cultivo no tuvo efecto
en porcentaje de germinacion, dias a germinacion, contaminacion ni sobrevivencia.
Tanto el quitosano como las NPsAg son viables de implementarse en el cultivo in
vitro de T. ionantha Planch. sin embargo, se requieren mas pruebas para determinar
con precision las dosis especificas para esta especie.

Palabras clave: Germinacion, subproducto, contaminacién, conservacion,
bromelia.



ABSTRACT

The revaluation and application of by-products from the shrimp industry, as well as
the new materials provided by nanotechnology, create the opportunity to use agents
such as chitosan and silver nanoparticles (NPsAg) and apply them in the in vitro
cultivation of plants like T. ionantha Planch. These plants are extracted from their
natural environment without control and lack standardized production methods for
commercialization and preservation. In this research, the objectives were set to
analyze whether the application of chitosan and NPsAg in the in vitro cultivation of
T. ionantha Planch. benefits germination and the safety of the cultivation. A protocol
was proposed to apply the topographic viability test of tetrazolium in seeds,
considering seed pre-treatment through soaking, physical scarification, as well as
different concentrations of tetrazolium. The effectiveness of chitosan was compared
with two commercial sources, food-grade and reactive-grade, regarding germination
and seed contamination under an in vitro system. The concentration and optimal
exposure time of seeds to NPsAg were determined during the washing and
disinfection process prior to in vitro sowing, as well as their effect on germination and
sanitary control under in vitro conditions. Soaking for 12 hours and the application of
0.1% tetrazolium were sufficient to carry out an adequate viability test. The
application of food-grade or reactive-grade chitosan in the culture medium had no
significant effect on germination, contamination, and seed survival, but it did confer
better aesthetic characteristics. Finally, the addition of NPsAg to the unsterilized
culture medium did not result in contamination at any of the doses used, and its
presence in the culture medium had no effect on germination percentage, days to
germination, contamination, or survival. Both chitosan and NPsAg are viable for
implementation in the in vitro cultivation of T. ionantha Planch. However, further tests
are required to accurately determine the specific doses for this species.

Keywords: Germination, byproduct, contamination, conservation, bromeliad.
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. INTRODUCCION

Se estima que cada afio a nivel mundial se producen entre seis y ocho millones
toneladas de desechos de crustaceos (Mao et al., 2017), en México de acuerdo con
el reporte de la CONAPESCA (2020), durante la temporada de captura nacional de
camaron 2019-2020 se registré un volumen de producciéon de 47 mil 664 toneladas
de crustaceo, sin embargo es importante tomar en cuenta que entre el 48-60 % del
peso total del camarén no es comestible por tratarse del exoesqueleto, la cabeza y
la cola (Cabanillas et al., 2020).

Estos desechos representan un gran problema medioambiental pues terminan
depositados la superficie de las playas contaminando y causando mal olor (Nwanna
et al., 2004) representan carga econdémica para la industria porque su eliminacion

es problematica y costosa (Marmol et al., 2011).

El problema de la generacién de residuos en la industria de los crustaceos es como
lo mencionan Ovilla et al. (2017), que del total de dichos desperdicios solo el 5 %
es empleado para la produccién de subproductos como alimento para animales y el
resto termina depositado en costas generando graves problemas ambientales,
también es importante considerar que estos residuos como lo indican Yan y Chen
(2015), son biomateriales valiosos que contiene proteinas, lipidos, pigmentos,
carbonato de calcio y quitina.

Tras este escenario es necesario encontrar como lo menciona Velasco (2019), una
aplicacion a estos desechos que por una parte contribuya a tener una mejor
disposicion final y por otra que generen ingresos econdémicos a la industria
camaronera; un ejemplo es el quitosano el cual es definido por este mismo autor
como un polimero natural derivado del proceso de desacetilacién de la quitina y ha
sido descrito por autores como Marmol et al. (2011) como biodegradable, de alto
peso molecular, de facil aplicacion y ambientalmente amigable, estas caracteristicas
han permitido que el quitosano sea usado en ambitos tan diversos como en la
industria de alimentos y bebidas, tratamiento de aguas, y en la agricultura (Velasco,
2019).



Algunas de las propiedades del quitosano reportadas dentro de la agricultura son el
control de enfermedades y plagas, su actuacion como regulador del crecimiento,
como acelerador de la germinacion de las semillas, el vigor de las plantas, y el
rendimiento agricola (Larez, 2008) estas y otras de sus propiedades perfilan al
quitosano como una alternativa viable por implementar en mas ambitos del area de

la biotecnologia vegetal.

Por su parte la nanotecnologia es una disciplina innovadora que ofrece
oportunidades alentadoras en una variedad de campos, fertilizantes, proteccion de
cultivos, alimentos, textiles, tecnologia, biocombustibles, industrias agroquimicas,
compuestos biolégicos y cultivo de plantas (Khan et al., 2022); esta disciplina
también simplifica el cultivo de tejidos vegetales al favorecer la rapida multiplicacion
y desarrollo de explantes, mejorar la diversidad genética, generar compuestos
bioactivos de mayor calidad (Ruttkay et al., 2017)

Se han reportado aplicaciones de las nanoparticulas de plata (NPsAg) como el
aumento del indice de germinacion de semillas, el potencial de germinacion, el
tiempo medio de germinacion, el indice de vigor de semillas, el peso seco de las
plantulas y el peso fresco de las semillas (Kale et al., 2021).

Los beneficios reportados para el quitosano y las NPsAg podrian emplearse en el
cultivo in vitro y que de acuerdo con lo expresado por Anis y Ahmad (2016), es una
alternativa de propagacion masiva que permite rescatar, conservar y aprovechar
especies que como T. ionantha Planch. que se encuentran en estado vulnerable por
ser recolectadas de su habitat natural sin control y que no existe un proceso de
cultivo para ellas, por lo que se genera una seria amenaza para las poblaciones
silvestres (Mondragoén y Villa Guzman, 2008 citado por Hernandez et al., 2018), asi
mismo este sistema es una alternativa en dado que como mencionan Muraro y
Bonato (2006), las bromelias pueden tener dificultades en su medio natural dada la
baja capacidad germinativa de sus semillas asi también el género Tillandsia

presenta una alta mortalidad de plantulas y plantas jovenes (Montes et al., 2012).



Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es analizar si la aplicacion de quitosano y
nanoparticulas de plata en el cultivo in vitro de T. ionantha Planch. benefician la

germinacion y generacion de plantulas inocuas, para futuros procesos de

micropropagacion de la especie.



Il. MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1 Deforestacion

La deforestacion se define como la conversién de los bosques a otro tipo de uso de
la tierra en este caso no importa si el cambio fue provocado o no por el hombre FAO
(2020),otras causas de la deforestacion incluye el sobrepastoreo y los incendios
forestales que pueden llegar a inhibir el crecimiento de los arboles (Garciglia, 2014)
y esta relacionada con la pérdida de biodiversidad y con todos aquellos servicios
ambientales que de ellos se derivan ademas esta pérdida se relaciona también con
el calentamiento global (SEMARNAT, 2019).

Estimaciones realizadas bajo la metodologia Sistema Satelital de Monitoreo
Forestal (SAMOF), basada en la fotointerpretacion de imagenes satelitales de
mediana, alta y muy alta resolucion determinaron que en el periodo 2001-2021
México registré una tasa anual promedio de deforestacién de 208 mil 850 ha. por
afio, en los afios 2020 y 2021 la conversién de tierras forestales a praderas
representd la principal causa de deforestacion bruta con 87.7 y 76.61 %
respectivamente seguido de la conversién a tierras de cultivo lo que representé el
9.17 y 20.3 % de deforestacion bruta en cada uno de esos afios (CONAFOR, 2022).

Las consecuencias de deforestacion incluyen la acelerada extincion de la diversidad
genética presente en los ecosistemas nativos privacién del potencial de beneficios
y servicios ambientales que los ecosistemas proporcionan para el bienestar humano
que incluye el cambio climatico, la perturbacion de los ciclos hidrologicos vy
biogeoquimicos, la introduccion de especies foraneas, la desaparicion de especies

autéctonas y la degradacién general de los habitats (Velazquez et al., 2002).

2.2 Trafico ilegal de especies vegetales silvestres

Se presenta cuando una especie es extraida de su habitat natural, transportada y
mantenida en cautiverio sin permiso, cazada sin las autorizaciones respectivas,
recolectada para fines cientificos sin permiso o comercializada sin los documentos

que avalen su legal procedencia (Sosa, 2011).



De acuerdo con Naranjo (2009), se cuenta con poca informacion sobre la extraccién
ilegal con fines comerciales de recursos vegetales pero se sugiere que su impacto
podria ser considerable, en México la extraccion de plantas en entornos naturales
ha sido una practica antigua, motivada principalmente por el uso arraigado de
especies a las que se les han conferido propiedades medicinales, alimenticias, de
ornato, rituales, artesanales o para la obtencién de fibra; esta actividad no siempre

tiene fines comerciales sino consumo local.

Se considera al comercio ilegal de vida silvestre como una variante de dafio
ambiental la cual se ve impulsada por factores complejos que incluyen a la cultura
y a la socioeconomia asi mismo, los lugares lejanos y no vigilados hacen susceptible
a la vida silvestre de ser objeto de explotacion ilegal asi mismo, el monitoreo y la
proteccion del comercio legal contribuye a garantizar su sostenibilidad que es
relevante pues sustenta el medio de vida de millones de personas alrededor del

mundo (Lavorgna et al., 2020).

2.3 Residuos de crustaceos y su impacto al medio ambiente

Los crustaceos integran uno de los grupos zoolégicos de mayor éxito, tanto por el
namero de especies vivientes registradas (67.829). A los crustaceos se les ubica en
el grupo de los artropodos (término que significa “apéndices articulados”), e incluyen
desde las pulgas de agua (Artemia) hasta los mas conocidos como las langostas,
camarones y cangrejos. Algunas de las caracteristicas que menciona es que son
organismos que se pueden encontrar en mares y océanos de la Tierra desde la

zona intermareal hasta las profundidades abisales (Simdes et al., 2010).

Segun estimaciones de la FAO (2020), la produccion de pesca de captura marina
de crustaceos a nivel mundial del afio 2020 ascendi6 a 5.625 miles de toneladas de
peso vivo de las cuales la cantidad de camarén capturado fue de 11.14 millones de
toneladas, sin embargo, se debe considerar que de ese volumen hasta el 50 % de
la masa es desecho por tratarse de la cabeza, cuerpo y cola, por cual se estima se

producen 5.7 millones de toneladas de desechos de camarén (Su et al., 2023).



La mayoria de este tipo de desechos se tiran frecuentemente en vertederos o en el
mar, lo que contamina el medio ambiente (Zhou et al., 2021). Dada la facil
proliferacion bacteriana producto de la descomposicion resulta también

potencialmente perjudicial para la salud humana (Ferraro et al., 2010).

Asi mismo Yan y Chen (2015), indican que este tipo de desechos se conforman de
tres sustancias quimicas principales que pueden tener aplicaciones para la industria

y son los siguientes:

e Carbonato de calcio (20-50 %): Industrias farmacéuticas, agricolas, de la
construccion y del papel, incluidos pigmentos, tratamientos de suelos,
caucho y plasticos.

e Quitina (15-40 %): Productos quimicos ricos en nitrégeno para productos
farmacéuticos, cosméticos, textiles, tratamiento de agua, limpiadores
domésticos, jabones y secuestro de didxido de carbono.

e Proteinas (20-40 %): Fertilizantes y piensos.

Otras aproximaciones del contenido de quitina en los desechos de crustaceos son

mostradas por Synowiecki y Al-Khateeb (2003), y son los siguientes:

Cuadro 1. Proporcion de quitina en crustaceos en la masa corporal fresca total de

algunos ordenes.

Agua dulce Agua salada
Orden

(%) (%)
Cladocera 4.9 12.2
Anostraca 2.2 1.5
Copepoda 12.4 5.8
Amphipoda - 7.3
Decapoda - 8.8

Elaborado con informacién de Cauchie (1997) citado por Synowiecki y Al-Khateeb, (2003).



Cuadro 2. Composicién aproximada en porcentaje de base seca de desechos de

conchas de crustaceos.

Fuente de quitina Proteina Quitina Ceniza Lipido
Cangrejo:
e Collinectes 251 13.5 58.6 2.1
sapidus 29.2 26.6 40.6 1.3
e Chinoecetes opilio
Camaron:
e Pandalus borealis 41.9 17 34.2 5.2
e Crangon crangon 40.6 17.8 27.5 9.9
e Penaeus monodon 47.4 40.4 23 1.3
Cangrejo de rio
e Procamborus 29.8 13.2 46.6 5.6
clarkii
Krill
e FEuphausia 41 24 23 11.6

superba

Elaborado con informacion de Muzzarelli (1997), Naczk et al. (1981), Shahidi y Synowiecki (1991),
Synowiecki y Al-Khateeb (2000), citados por Synowiecki y Al-Khateeb, (2003).

Extraer los compuestos de alto valor que quedan en los subproductos del

procesamiento, asi como reducir la carga ambiental y los costos de eliminacion,

podria aumentar el valor de la industria del camaron (Ahmadkelayeh et al., 2022)

por lo que encontrar un método sostenible para su sintesis podria contribuir

significativamente en la generacién de ingresos para la bioeconomia (Yan y Chen,

2015).

2.4 Quitina

La quitina es un polimero lineal insoluble en agua (Jabeen et al., 2023) y ocupa el

segundo lugar en términos de abundancia de polimeros, tanto en el reino animal

como en el vegetal (Yurell et al. 2009), su formula quimica es (C8H130O5N) n (Figura

1) y se denominada poli(3-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina) (Ahmad Dar y Abd Al Galil,
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2023) se puede extraer de las paredes celulares de algas y hongos, de los
exoesqueletos de los insectos y de invertebrados marinos (Jabeen et al., 2023).
Debido a que las conchas de varios tipos de crustaceos (camarones, langostas,
cangrejos y krill) se encuentran facilmente como desechos de las plantas que
procesan estas especies, la produccion industrial de este biomaterial se basa

principalmente en el tratamiento de estas conchas (Larez, 2006).

) CHs.
OH O=<
4 5 NH
80 © o [
NH
H
o= O
B CH3 n

Figura 1. Estructura quimica de la quitina. Obtenido de Yadav et al. (2023).

Los pasos para la obtencidon de quitina a partir de crustaceos son: mediante
hidrélisis enzimatica o quimica (NaOH), se eliminan las proteinas, seguido de una
desmineralizacion con tratamiento acido y la eliminacion de pigmentos y lipidos

mediante blanqueamientos comunes (Thomas et al., 2019).

2.5 Quitosano

Es un polimero natural derivado del proceso de desacetilacion de la quitina (Velasco
et al., 2019), se encuentra en abundancia en exoesqueleto de crustaceos, insectos,
artrépodos, asi como en la pared celular de los hongos (Ahsan et al., 2018) aunque
la version comercial de este polimero natural proviene principalmente de quitina
marina obtenida de desechos de camaroén, cangrejos y langostas (Abd El-Hack et
al., 2020).

La estructura quimica el quitosano (Figura 2) esta formado por una cadena lineal

que consiste en N-acetil-2-amino-2-desoxi-d-glucopiranosa (unidad acetilada) y 2-



amino 2-desoxidado-glucopiranosa (unidad desacetilada), unidos por enlaces 3-(1
4)-glucosidicos (Ahmed y Ikram, 2017).

OH
N 0 NH2
NG
O
HO - g [
NH,
OH

- -n
Figura 2. Estructura quimica del quitosano. Obtenido de Yadav et al. (2023).

Por tener un valor de constante de disociacion acida (pKa) aproximado de 6.4 por
lo que se puede considerar como una base débil; respecto al peso molecular o la
densidad de la cadena polimérica el quitosano se puede dividir en dos tipos, el
quitosano de baja densidad o de alta densidad (Ahmed y Ikram, 2017), ademas es
capaz de formar sales solubles en agua tales como el acido acético y el acido
glutamico ademas la biocompatibilidad, biodegradabilidad, la baja toxicidad
(Hashimoto et al., 2006), la actividad antimicrobiana y antitumoral y efectos de
mejora inmunoldgica del quitosano ha conducido a un gran interés de diferentes
campos como la medicina, la industria alimenticia, cosmética, el tratamiento de

agua, la ingenieria biomédica y en la agricultura (Mukhtar Ahmed et al., 2020).

Para lograr la desacetilacion de la quitina con un método quimico Rudall (1966),
citado por Ahmed y lkram (2017), indican que la quitina “requiere ser lavada y
purificada con NaOH al 25 % y al 50 % en proporcién 1:5 (p/v) a 80y 100 °C durante
cinco y diez horas respectivamente”, una vez lograda la desacetilacion sera
necesario hacer un lavado con agua desionizada hasta que alcanza un pH neutro
para después emplear un horno de vacio a 60 °C para producir un producto de

quitosano de peso seco (Figura 3).
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Figura 3. Desacetilacion quimica de quitina. Modificada a partir de Yadav et al. 2023.

En cuanto a un método enzimatico las quitinas decoloradas y purificadas obtenidas
después de la desmineralizacién y la desproteinizaciéon pueden reaccionar con
NaOH para obtener quitosano. Durante cuatro horas, la concentracion de NaOH
puede oscilar entre 12.5 M y 140 °C. El quitosano producido de esta manera se
disuelve completamente en agua en condiciones acidas. Los desechos se lavan con
agua destilada y, después de 12 horas de secado a 50 °C, se obtiene quitosano en

peso seco (Ahmed y lkram, 2017).
Propiedades

El quitosano elaborado a partir de quitina puede tener cualidades variables segun
la temperatura, la concentracion, la duracion y la desacetilacion, lo que puede

cambiar las caracteristicas fisicas, quimicas o biolégicas del producto.
Propiedades fisicas
e Desacetilacion

El quitosano es tedricamente un polimero de quitina sin grupos N-acetilos, y
dependiendo del método y las condiciones en las que se obtuvieron a partir de la
quitina, los polimeros de quitosano que se obtienen se utilizaran con diferentes
propositos (Falcon et al., 2013); es decir, el término "quitosano"” se refiere a un grupo
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de copolimeros que son heterogéneos en cuanto al grado de desacetilacion, la
masa molecular, el grado de polimerizacion y la constante de disociacion acida
(valor pKa) (Malerba y Cerana, 2016).

Usualmente se establece que el grado de desacetilacion del quitosano esta entre
60-98% (Hernandez, 2004), sin embargo, Riseh et al. (2022), sefala que el
quitosano con un grado de desacetilacion mayor al 70% tiene mejores propiedades

bioldgicas.

Se puede decir con seguridad que el grado de desacetilacion del quitosano tiene un
impacto significativo en las propiedades quimicas y fisicas (Hernandez, 2004) asi
como en la actividad biolégica pues de acuerdo con (Falcon et al.,, 2013) la
distribucion de las cargas positivas en la molécula impactara en la capacidad del

polimero para solubilizarse en acidos débiles o soluciones acuosas aciduladas.
e Peso molecular

Las propiedades fisicoquimicas del biopolimero estan fuertemente influenciadas por
el peso molecular del quitosano y para calcularlo generalmente puede obtenerse
con el promedio de todas las moléculas presentes en la muestra y evaluarse
utilizando técnicas sofisticadas (dispersién de luz, la osmometria, la RMN, la
viscosimetria, la cromatografia de permeacién en gel y la cromatografia de
exclusiéon por tamano) sin embargo todas estas pruebas tienden a arrojar resultados
variados lo que provoca que las comparaciones entre diferentes muestras de

fabricantes se tornen tediosas y complicadas (Ahmed y lkram, 2017).

El peso molecular también es importante pues confiere diferentes propiedades
fisicoquimicas como “viscosidad, hidrofilia, contenido de humedad, propiedades
térmicas y estabilidad”; cuando las cadenas del polimero quitosano son de mayor
longitud tiene un mayor grado de hidrolisis si se compara con las mas cortas asi
también el quitosano de bajo peso molecular es capaz de penetrar en las células
bacterianas ya que inhibe la transcripcidn de ARN lo que produce la muerte celular
(Ahmed y Ikram, 2017).
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Otros aspectos por considerar es que el peso molecular del quitosano disminuye
con el grado de desacetilacion (Ahmed y Ikram, 2017) y que se cree que a mayor
peso molecular el quitosano es mas estable; en cuanto a la uniformidad y
funcionalidad del polimero se considera aceptable si la polidispersibilidad (relacion
del peso molecular y peso molecular medio) se encuentra entre 0.85 y 1.15; otros
parametros que afectan el peso molecular del quitosano son la estabilidad térmica
del quitosano, la temperatura, el pH y el cizallamiento mecanico (Szymanska y
Winnicka, 2015)

e Viscosidad

Varios factores, incluida la temperatura, el pH, la concentracion, el peso molecular,
el grado de desacetilacion y el método de extraccion, tienen un impacto en la
viscosidad de la solucién de quitosano, por ejemplo, a medida que aumenta la
temperatura la viscosidad de la solucion de quitosano disminuira, el efecto contrario

pasa a medida que aumenta la concentracion (Ahmed y Ikram, 2017).

El quitosano funciona como un excelente potenciador de la viscosidad en medios
acidos. El criterio del pH de la solucion determina el tipo de acido utilizado para
disolver el quitosano, lo que a su vez afecta la viscosidad de la solucion; la
importancia de la viscosidad intrinseca radica en su estabilidad y almacenamiento
ademas se relaciona directa y proporcionalmente con el peso molecular promedio
del polimero lo que permite que la solucién pueda tornarse viscosa con los

solventes. La viscosidad intrinseca se calcula con la ecuacion de Mark Houwink:

[n] = k x My,
Donde, n es la viscosidad intrinseca de la soluciéon de quitosano, k y a son las
constantes de conformacion del polimero, y Mw es el peso molecular promedio de
la viscosidad. La estructura esférica compacta del quitosano se define por a=0, la

espiral aleatoria por a=0.5-0.8 y la espiral rigida por a=1.8 (Ahmed y Ikram, 2017).
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e Higroscopicidad

Se considera que el quitosano es un polimero higroscépico gracias a su capacidad
de formar enlaces de hidrogeno con los grupos funcionales que se encuentran en
la cadena polimérica, como -NH2 con los atomos de O y -OH con los atomos H de
la molécula de agua en este sentido la cantidad de humedad inherente de la muestra
y la forma en que se almacena se relacionan con su capacidad de absorber agua
(Ahmed y Ikram, 2017).

De acuerdo con Ahmed y Ikram, (2017) algunas de propiedades que sufren impacto
por el contenido de agua son la compresibilidad, la viscosidad y las propiedades de
flujo, asi como la resistencia. Para calcular el contenido de agua contenida en una
muestra de quitosano basta calcular la pérdida de peso después de someter a

secado.
¢ Propiedades térmicas

Con el aumento de las temperaturas las propiedades fisicoquimicas como la
solubilidad, viscosidad y cambios estructurales se pueden ver afectadas. El
calentamiento excesivo produce degradacion y perdida de estabilidad en las
soluciones poliméricas; esta degradacion se presenta en tres pasos y puede
medirse con un analisis termogravimétrico de solucion y los cambios ocurren bajo
los siguientes parametros; para eliminar la humedad de la solucién polimérica se
requiere una temperatura de 30 a 110 °C, para producir una descomposicion se
requiere una temperatura entre 180-340 °C mientras que para que el quitosano
pierda peso se requiere someter a la solucion polimérica a una temperatura de 470
°C, finalmente se ha demostrado que la temperatura de transicién vitrea no afecta

las propiedades fisicoquimicas del quitosano (Szymanska y Winnicka, 2015)
Propiedades quimicas
e Solubilidad

El quitosano es insoluble en agua y con bases acuosas en cambio algunos acidos

organicos e inorganicos con un pH inferior a 6.0 si suelen ser solubles en quitosano.
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Los acidos organicos que normalmente muestran solubilidad con el quitosano son
el acido metanoico (HCOOH), el acido acético (CH3COOH), el acido clorhidrico (1%
HCI), el acido nitrico diluido (HNO3) y el acido lactico entre otros sin embargo es el
acido metanoico el que se considera el mejor disolvente para el quitosano de todos
ellos (Ahmed y lkram, 2017).

Otra caracteristica importante es que el quitosano es capaz de formar sales solubles
en agua como piruvato, malato, lactato, malonato, ascorbato, acetato, tartarato,
glioxilato y glicolato; sin embargo, la neutralizacion de los acidos HCI, HCOOH,
CH3COOH y C3HsOs produce sales insolubles (Ahmed y lkram, 2017).

Ademas, el quitosano es sustancialmente soluble en poliol acidificado, pero no es
soluble en disolventes organicos no polares como la dimetilformamida y el
dimetilsulféxido al igual que otras propiedades fisicoquimicas la solubilidad del
quitosano en solucion esta estrechamente relacionada con el grado de
desacetilacion, el método de extraccién, el tiempo, la temperatura, las

concentraciones y el peso molecular del mismo (Ahmed y Ikram, 2017).
e pH de la solucién de quitosano

El quitosano es una base fuerte como resultado de la presencia de -NH2 libres a lo
largo de la cadena las cuales tiene un valor pKa de 6.3, la importancia del pH en la
solucién es su capacidad de alterar las propiedades y la carga del quitosano, cuando
se mantienen pH bajos los grupos -NH2 que se encuentran libres protonan y
adquieren una carga positiva en lugar de una carga negativa lo cual resultara en
que el quitosano se convierta en polielectrolito cationico y, por tanto, soluble en
agua, lo contrario a este escenario es cuando el pH es alto (>6.0) en cuyo caso los
grupos amino se desprotonan provocando que el quitosano sea insoluble finalmente
es importante tomar en cuenta que el grado de desacetilacion y del método de

extraccion condicionaran el valor pKa del quitosano (Ahmed y lkram, 2017).
e Reactividad

De acuerdo a lo mencionado con Ahmed y lkram (2017) la cadena lineal del
quitosano contiene en sitios reactivos en los grupos funcionales -NH2 y -OH asi que
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el quitosano sera mas reactivo cuanto mas protonados estén estos grupos
funcionales, especialmente el grupo amino, dicha reactividad del grupo -NH2
aumenta con el numero de protones que recibe, o que aumenta su capacidad para
unirse a iones metalicos toéxicos y formar quelatos con iones metalicos de transicion,
esta cualidad confiere la importancia y utilidad del quitosano en el tratamiento de

agua y purificacion del aire.

Ademas, a temperatura ambiente, el quitosano puede reaccionar con aldehidos y
cetonas para producir aldiminas y cetaminas, respectivamente, también, se pueden
obtener grupos amino proteicos y no proteicos que contengan glucanos
reaccionando el quitosano con cetoacidos y luego reaccionando con borohidruro
sddico. La reactividad, solubilidad, adsorcién y biodegradabilidad del quitosano se
ven significativamente afectadas por su naturaleza cationica, que tiene una alta

densidad de carga positiva (Ahmed y Ikram, 2017).
Propiedades biolégicas
e Actividad antifungica

El quitosano es un biopolimero antifungico que resulta ser efectivo contra una
amplia gama de patdgenos, pues logra la inhibicion total o parcial de los patégenos
segun la especie fungica, el grado de polimerizaciéon y N-acetilacion del propio
quitosano (Hernandez, 2004); debido a sus propiedades de biodegradabilidad y
biocompatibilidad, el quitosano es una molécula ideal para ser utilizada en una
variedad de enfoques sostenibles que respeten el medio ambiente (Kumaraswamy
et al., 2018).

2.6 Nanoparticulas de plata

Una nanoparticula de plata es cualquier particula cuyo constituyente mayoritario
tenga plata y tenga una dimensién que va de 1 a 100 nm, gracias a la
nanotecnologia este tipo de particulas se ha incorporado como agentes microbianos
en cientos de productos ademas, las NPsAg presentan caracteristicas
fisicoquimicas Unicas ventajosas a diferencia de su constituyente metélico Ag, este
incremento en sus propiedades se debe probablemente al aumento entre la relaciéon
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del area de la superficie y el volumen conferido gracias al nivel nanométrico (Aliano
y Cicero, 2016).

En aplicaciones biologicas algunos de los efectos positivos de las NPsAg se
relacionan el incremento del rendimiento de los cultivos, inducir la germinacion,
inhibirla sintesis de etileno, acumular nutrientes, sintetizar pigmentos y promover el
desarrollo de cultivos in vitro (Castro et al., 2019), mejorar la eficiencia de las plantas
para absorber y translocar mas nutrientes (Yadu et al., 2021), sin embargo, su
capacidad microbicida es destacable y puede explicarse por tres mecanismos, la
primera es impedir la absorcién de nutrientes esenciales de la célula gracias a una
unién excesiva de los iones de las NPsAg que eventualmente desencadenaria la
muerta de la célula, la segunda es mediante la competencia de uniones entre los
iones de Ag con metales fundamentales como Ca?*, Mg?* y Mn?*y la tercera es con
la formacion de complejos con ligandos o sustratos que se acumulan de forma
irreversible de Ag dentro de la célula y que una vez ahi son capaces de inhibir la

respiracion y condensar o unirse al ADN (del Rocio et al., 2017).

En el cultivo de tejidos vegetales, la aplicacion de nanoparticulas ha demostrado ser
beneficiosa para la induccion de callos, organogénesis, embriogénesis somatica,
variacion somaclonal, transformacion genética y produccién de metabolitos
secundarios (Figura 4) (Chavez et al., 2020), de igual forma funcionan bien para
desinfectar los medios de cultivo y los explantes (Tung et al., 2022) sin embargo, la
efectividad de las nanoparticulas depende de su estructura quimica, tamafio, area
de superficie cubierta, capacidad reactiva y, de manera crucial, la dosis necesaria
para lograr su eficacia (Khodakovskaya et al., 2012)
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Figura 4. a) Nanoparticulas de plata (NPsAg) aplicadas como desinfectante de explantes, b)
Nanoparticulas de plata (NPsAg) aplicada al medio de cultivo. Modificada de a partir de Tung et al.
2021.

Las desventajas de su implementacion incluyen la necesidad de evaluar la
concentracion de NPsAg para cada modelo de estudio, asi como la citoxicidad en 'y
su potencial impacto para el medio ambiente (Bello y Spinoso, 2022).
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2.7 Contaminacion microbiana en la micropropagacion

Se considera que la contaminacion microbiana en la micropropagacion de especies
vegetales genera enormes pérdidas tanto para los trabajos de investigacion como
a nivel comercial siendo asi una de las problematicas dentro de esta area, sin
embargo, los hongos, los virus, fitoplasmas y algunos artrépodos son otros
organismos que se asocian a la contaminacion de cultivos in vitro (Hernandez y
Gonzalez, 2010).

Para lograr reducir la contaminacion se requiere aplicar la técnica estéril que
consiste en emplear una serie de medidas con la finalidad de disminuir la presencia
de factores contaminantes durante el proceso; esta técnica incluye uso de agentes
quimicos, asi como calibrar y manejar equipos empleados en el proceso de cultivo
de tejidos vegetales (Suarez, 2020), del mismo modo Tung et al. (2021), indica que
los pasos necesarios a seguir para reducir la contaminacién son esterilizacion de
instrumentos y equipos, aplicacion de sustancias quimicas para desinfectar las
superficies de los explantes, la gestién apropiada de los medios de cultivo y los
explantes a lo largo del proceso de cultivo, y asegurar condiciones adecuadas para

el equipo.

2.8 Familia Bromeliaceae

En el territorio nacional la familia Bromeliaceae se conforma con 19 géneros, 422
especies y 8 taxones infraespecificos que en total incluyen 430 taxas, los géneros
que poseen un mayor numero de especies son Tillandsia con 230 spp lo cual
representa el 54.5 % de las especies totales de esta familia botanica en México
(Figura4). Sobre el endemismo 318 especies de las 422 especies totales reportadas
son endémicas de México; los estados de la republica con endemismo estricto son
Oaxaca 56 taxones endémicos, Chiapas con 24, Guerrero con 21 (Espejo y Lopez,
2018) (Figura 5).

18



v\ »
£
%/
.

Figura 5. Registro nacional de bromeliaceas. Obtenido de Espejo y Lépez, (2018).

2.9 Tillandsia ionantha Planch.

Debido a que T. ionantha Planch. es capaz de subsistir enteramente con humedad
atmosférica que entrar en contacto con ella se considera que es una planta
altamente especializada por lo que debe considerarse como una planta epifita
atmosférica (Benzing y Dahle, 1971), ademas existe un gran interés por ella en la
horticultura habiendo ejemplares en colecciones privadas y en jardines botanicos

alrededor del mundo (Ancona et al., 2021).

Los habitats mas frecuentes para T. ionantha Planch. incluye en bosques bajos
caducifolios, bosques de encino, matorrales xerodfilos y sabanas estacionales
pudiendo colonizar ramas de arboles e incluso paredes rocosas en cafones de rios
y se encuentra distribuida en México y Centroamérica (Ancona et al., 2021), sin
embargo, las plantas muestran variaciones morfolégicas en las rosetas y hojas por
lo que segun Sosa (2012), sereconocen seis taxones; T. ionantha var. ionantha, T.
ionantha var. maxima Ehlers, T. ionantha var. scaposa LBSm., T. ionantha var.
estricta Koide f. estricto, T. ionantha var. estricta f. fastigiata Koide, T. ionantha var.

vanhyningii M.B.Foster y T. ionantha var. zebrina B.T. Foster (Figura 6).
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Figura 6. Ejemplares vivos de Tillandsia ionantha Planch. var. ionantha (A y B) Tillandsia ionantha
Planch. var. ionantha, Jalcomulco, Veracruz; (C) El Higo, Veracruz; (D) Santa Fe, Tamaulipas;( E y
F) Acazonica, Veracruz. Obtenido de Ancora (2021).

Sobre su descripcidon botanica, las hojas tienen una longitud aproximada de entre 4
-8.5 cm y forman una roseta densa y erecta con escamas evidentes, la
inflorescencia es cotar y compuesta de entre una y tres flores, las bracteas primarias
son mucho mas largas pues miden cerca de 4 cm, las bracteas florales son las
largas que los sépalos en la antesis y envolviéndolos, erectas, ecarinadas,
inconspicuas y finamente nervadas, glabras, membranaceas, las capsulas miden
entre 2.5 - 4.5 cm de largo (Véliz, 2010), las semillas miden menos de 5 mm, estan
rodeadas por una cubierta semiplumosa, se conforman de endospermo, un
cotileddn vestigios de hojas primarias y secundarias, apice de brote e hipocétilo,
solo una tercera parte del volumen total de la semilla corresponde al embrion y se
ubica en la parte opuesta a la insercion del ovario, externamente tiene un apéndice
plumoso (Sosa, 2012), el sistema radical se compone por varias raices que se
ramifican de tipo adventicias con nervaduras y se consideran mas como un érgano
de sostén que de absorcidn, ademas las raices no tienen pelos adsorbentes pero si

tienen una cofia bien desarrollada (Benzing y Dahle, 1971).
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2.10 Cultivo in vitro

La definicion general de cultivo in vitro de tejidos vegetales incluye el cultivo de
protoplastos, células, tejidos, 6rganos y plantas. El crecimiento en condiciones
estériles, en un medio nutritivo, generalmente gelificado, y en condiciones
ambientales controladas (temperatura y luz) son comunes entre estos diferentes
tipos de cultivo (Castillo, 2004), es decir consiste en la propagacion asexual de
plantas utilizando las técnicas de cultivo de tejidos vegetales (Rosales et al., 2008),
ademas Perea (2009), indican que este proceso involucra las siguientes etapas: la
seleccion de la especie, el establecimiento del medio de cultivo, el desarrollo del

tejido, enraizamiento y acondicionamiento o aclimatacion (Figura 7).

(b) (c) (e)

Figura 7. Etapas del cultivo in vitro a) Seleccion de la especie; b) establecimiento del medio de
cultivo, c) desarrollo del tejido; €) enraizamiento y acondicionamiento o aclimatacién. Modificada a
partir de Kapali, (2023).

Actualmente se emplean materiales como el polipropileno, sin embargo, el término
cultivo in vitro tiene su origen en que comunmente esta técnica se realizaba en
recipientes de vidrio. La micropropagacion es el término mas utilizado para describir
el método de cultivo de tejidos utilizado para propagar vegetativamente una planta
(Castillo, 2004).

2.11 Totipotencia

La totipotencia vegetal se define como “la potencialidad de las células diferenciadas
y especializadas para formar plantas completas”, el fisiélogo Goéttlieb Haberlandt en

1902 indicé que las células vegetales terminalmente diferenciadas deben poder
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regenerar plantas enteras siempre que tengan completo el nimero cromosomas
(Figura 8). Esta capacidad de las células vegetales es propia de los organismos
multicelulares que proceden de un cigoto inicialmente unicelular pero que después

de multiples divisiones y diferenciaciones mitéticas (Bhojwani y Dantu, 2013).

Esta capacidad de las células vegetales les otorga a las plantas la capacidad de
sobrevivir en la naturaleza dotandolas para reproducirse por mdultiples vias
vegetativas, asi como para restaurar rapidamente brotes y raices dafiadas (Ezhova,
2003).

Ademas, la totipotencia permitié el desarrollo de aplicaciones practicas en el campo
de la biotecnologia por ejemplo los cultivos de células no especializadas y los
cultivos de raices se pueden emplear para la produccién comercial de metabolitos
secundarios valiosos, la habilidad para formar brotes se utiliza en la tecnologia de
micropropagacion de genotipos valiosos, como hibridos exclusivos, material
desinfectado o especies de plantas raras por su parte la capacidad de
embriogénesis somatica también puede emplearse con el mismo propésito; los
embriones somaticos encapsulados en capsulas gelatinosas, sirven como "semillas

artificiales" que incluso pueden ser plantadas en semilleros (Ezhova, 2003).
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Figura 8. Tipos de cultivos de tejidos generados a partir de la capacidad de las células vegetales de
generar nuevas plantas. Modificada a partir de Bhojwani y Dantu, 2013.
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2.12 Embriogénesis somatica

En este proceso se induce la formacion de células indiferenciadas (Figura 9) que
se constituyen en forma en una masa amorfa llamada comunmente callo, es sobre
esta formacion que se induce la formacién de embriones que tienen la capacidad
de crecer, el desarrollo del callo sera posible en funcion de los reguladores de
crecimiento y del medio de cultivo que se emplean; los embriones formados en el
callo completaran su desarrollo creciendo, madurando y posteriormente germinado

lo que genera una nueva planta (Segui, 2011).

Figura 9. Embriogénesis somatica, ejemplos de procesos de embriogénesis somética en diferentes
especies. a) Embriogénesis somatica en una hoja de Coffea canephora. b) Masa embriogénica de
Cocus nucifera. c) Diferentes etapas de desarrollo del genoma AAB de Musa acuminata x Musa
balbisiana, subgrupo Platano. d) Masa embriogénica de Agave tequilana. (Obtenida de Loyola y
Ochoa, 2016).

Se presentan dos tipos de embriogénesis somatica, la directa y la indirecta en la
primera se considera un tipo de embriogénesis rara y consiste en la formacion
directa a partir de una o de un grupo pequefio de células (estilos, o polen) sin que
se produzca un callo en el proceso, a diferencia de la embriogénesis somatica
indirecta donde lo primero es que a partir de un explante se forme un callo para

luego producir embriones a partir del callo (Bhatia y Bera, 2015).
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Por su parte Freire (2003), indica que las etapas la regeneracion mediante via
embriogénesis somatica en un sistema experimental son: la induccion de los
embriones somaticos, desarrollo de los embriones somaticos, proliferacion,
maduracion, germinacion y conversion. Se considera que la embriogénesis
somatica como una via para la propagacion y una herramienta del cultivo in vitro

para el mejoramiento genético y para la conservacion de germoplasma.

2.13 Organogénesis

La organogénesis se define de acuerdo con Desai et al. (2022), como la capacidad
de generar 6rganos (brotes, raices, flores, tubérculos) a partir de un explante. La
organogénesis se conforma por tres fases sucesivas, la primera es la fase de
desdiferenciacion en donde el tejido desarrolla la capacidad de responder a la sefial
oranogénica, la segunda fase es la induccion donde la citoquinina ejerce su accion

sobre los brotes y las auxinas sobre las raices, finalmente en la fase de

diferenciacion las células tienen un destino determinado dando aso origen a brotes

Embriogénesis

o raices (Davey, 2017) (Figura 10).
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Figura 10. Fases del proceso de organogénesis. Modificada a partir de Davey, 2017.
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Se puede diferenciar dos tipos de organogénesis, la directa y la indirecta; en la
organogeénesis directa los brotes y las yemas se forman a partir del tejido sin pasar
por la etapa de callo, la ventaja de este tipo de organogénesis es la mejora en la
tasa de multiplicacién y produccion de plantas de tipo transgénico, asi como para la
propagacion clonal, por su parte, en la organogénesis indirecta se puede observar
como a partir del de la formacién previa de callos en el explante se generan brotes

a partir de la diferenciacion del tejido calloso (Bustamante et al., 2022).

2.14 Medio de cultivo

El medio de cultivo es un elemento de la técnica de cultivo in vitro que funciona
simultdneamente como sustrato y fuente energética para el desarrollo de los tejidos
(Suérez, 2020), ademas su composicion puede variar dependiendo del genotipo de

la planta y el objetivo de la investigacion (Perea, 2009).

En términos generales los elementos indispensables en los medios de cultivo para
lograr el crecimiento de los tejidos vegetales son los minerales necesarios en
grandes cantidades llamados macroelementos (potasio, calcio, magnesio,
nitrégeno, fésforo y azufre) y en menos cantidades los microelementos (hierro,
manganeso, cobre, zinc, boro y molibdeno), carbohidratos (sacarosa, D-Manitol, D-
Sorbitol), vitaminas (tiamina, acido nicotinico, mioinositol, acido ascorbico),
reguladores del crecimiento (auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico,
etileno (Bhojwani y Dantu, 2013), ademas, de complejos naturales y agentes de

soporte y gelificacion (Cruz, 2012).

Respecto a la concentracidn de los reguladores de crecimiento dentro del medio de
cultivo pueden establecerse empiricamente mediante la experimentacion
exploratoria y toda vez que se le logre identificar la éptima combinacion de ellas
podran ser usadas para la especie e incluso para especies que se encuentren

estrechamente relacionadas (Kumar y Loh, 2012).

Los ensayos empiricos generalmente se utilizan para elegir el medio nutritivo

adecuado para una especie 0 tejido especifico esto se puede lograr mediante el uso
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de soluciones madre de diferentes grupos de componentes minerales para realizar
y asi realizar un analisis sistematico de diferentes concentraciones de los

componentes del medio (Kumar y Loh, 2012).

2.15 Conservacion ex situ

La practica de conservacion ex situ se enfoca en la formacién de colecciones
adecuadamente estructuradas en funcién de los habitats de un area. Ademas, es
esencial comprender como cultivar las plantas amenazadas y sus necesidades
ecologicas para utilizarlas en la recuperacion de las poblaciones naturales
(Bacchetta et al., 2008).

La preservacion de plantas fuera de su entorno natural se presenta como una
tactica crucial, especialmente para aquellas especies vegetales que enfrentan
sobreexplotacién, riesgo de extincion, escasa disponibilidad y susceptibilidad a
enfermedades relacionadas con la replantacién (Sharma et al., 2023), por lo que el
propoésito fundamental de la preservacion fuera de su entorno natural es disminuir
la amenaza de extincidn de especies y en algunos casos reintroducir nuevas

poblaciones en su habitat original (Lascurain et al., 2009).

La conservacion ex situ también se considera importante para llevar a cabo
investigaciones sobre diversos aspectos de la biologia o comportamiento de las
especies, ademas, contribuye al avance de la reproduccién in vitro (Lascurain et al.,
2009) asi mismo, se puede cultivar y producir grandes cantidades de material

vegetal para plantacion (Sharma et al., 2023).

De acuerdo con Walsh et al. (2024), las formas en que puede realizarse la
conservacion ex situ incluye tecnologias criobiolégicas, bancos de semillas,
almacenamiento y cultivo de tejidos, asi como mediante el cultivo de colecciones de
plantas vivas y maduras en instalaciones especificamente dedicadas a la
conservacion, ya sea en entornos controlados o en exhibiciones mixtas o
colecciones de referencia, este tipo de colecciones proporcionan una red de

seguridad para la especie hasta que sea posible contar con un habitat protegido
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adecuado, permitiendo a los conservacionistas avanzar con iniciativas de

conservacion y restauracion en el entorno natural (in situ).

En ejemplo de conservacion ex situ son los jardines botanicos ya que de acuerdo
con la Asociacion Mexicana de Jardines Botanicos, A.C. (AMJB) cumplen tres
funciones principales: la investigacion en areas como etnobotanica, la sistematica,
la educacion ambiental, la ecologia, la horticultura, la floristica y la propagacion tanto
in vitro como mediante métodos tradicionales, la conservacion que se vincula con la
investigacion y la educacion y finalmente la exhibicion de las plantas para la

educacion ambiental (Lascurain et al., 2009).

2.16 Conservacion in vitro

La pérdida de recursos naturales, ancestros silvestres y cultivares antiguos que
poseen genes valiosos y necesarios en el desarrollo de programas de mejoramiento
son algunas de las consecuencias de no implementar estrategias adecuadas para
la conservacion de germoplasma ademas, cuando los factores naturales o humanos
ponen en riesgo la conservacion in vivo o cuando el material vegetal con el que se
cuenta es muy limitado el cultivo de tejidos se convierte en el método mas seguro

de conservacion (Bhojwani y Dantu, 2013).

La aplicacién tipica de la tecnologia in vitro en la conservacién de plantas impulsa
la preservacion, reintroduccion y recuperacion de especies, especialmente cuando
los bancos de semillas o los métodos de propagacién convencionales resultan
insuficientes o inadecuados, asi mismo, la propagacion de plantas mediante
tecnologia in vitro abarca diversas modificaciones y técnicas, como la
micropropagacion y la embriogénesis somatica enfocandose asi en la produccion
de especimenes o clones genéticamente idénticos, para regenerar organismos

completos a partir de tejidos y células (Kulak et al., 2022).

Para este tipo de conservacion de material vegetal in vitro Bhojwani y Dantu (2013),

indican que existen dos opciones:
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e El primero es el almacenamiento a mediano plazo, que implica mantener los
cultivos en condiciones que limitan su crecimiento.

e EI segundo es el almacenamiento a largo plazo, que implica la
criopreservacion del material vegetal a temperaturas extremadamente bajas
(-196 °C) con ayuda de nitrégeno liquido (-196 °C).

Mantener e intercambiar el germoplasma en un estado genéticamente estable y libre
de enfermedades a través del cultivo de tejidos es en términos generales el objetivo
principal de la tecnologia de conservacion in vitro, por lo que un programa de
conservacion de este tipo requiere instalaciones especiales de cultivo de tejidos,
invernaderos, almacenamiento, computadoras e instalaciones de monitoreo de la
estabilidad genética ademas de la asistencia de expertos y técnicos calificados

(Rajasekharan y Sahijram, 2015).

2.17 Germinacion

La germinacion involucra todos aquellos procesos que comienzan con la absorcion
de agua por la semilla quiescente, y terminan con la elongacién del eje embrionario.
La sefial visible de la finalizacion de la germinacion es, en general, la emergencia
de la radicula embrionaria a través de las cubiertas seminales (Varela y Arana,
2011), el crecimiento de las plantulas no es parte de la germinacién, que ocurre

después de la germinacion completa (Bewley et al. 2013).

Respecto a la germinacion en las especies de Tillandsia, se considera que una
semilla ha germinado cuando se presenta una ruptura del tequmento interno a nivel
del hipocétilo hinchado (Cecchifiordi et al., 2001, Sosa, 2012 y Elizalde, 2014),
ademas, la germinacién de Tillandsia es de tipo epigea, con un cotiledon que no se
desprende de la cubierta seminal lo cual preserva su funcién asutoral, dando asi

origen a plantulas de tipo criptocotiledoneas.

La respuesta germinativa de las poblaciones puede variar en la capacidad

germinativa, la distribucion de esta en el tiempo, el tiempo en que tarda en germinar
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la primera semilla, el tiempo medio que una muestra o poblacion tarda en germinar,
asi como la simultaneidad de la germinacién (Bewley y Black, 1978 citado por

Gonzalez y Orozco, 1996).

2.18 Prueba de tetrazolio

Para generar programas de conservacion ex situ de semillas que permitan mitigar
los efectos de la explotacion ilegal, se requiere comprender las caracteristicas
propias de la germinacién (Flores et al., 2015).

Para determinar si una muestra de semillas tiene la capacidad de germinar, se
pueden realizar pruebas de viabilidad de semillas las cuales de acuerdo con
Schmidt (2007), incluyen técnicas para evaluar visualmente las semillas y para
medir al menos algunos procesos criticos, dentro de estas técnicas, se encuentra la
prueba de tetrazolio, la cual se basa en la evaluacién topogréafica de una prueba
bioquimica que indica cuando las estructuras embrionarias se encuentran vivas y

que son las que permiten la germinacion de la semilla (Dadlani y Yadava, 2023).

El principio sobre el cual se sustenta la prueba sostiene que las deshidrogenasas
constituyen una categoria de enzimas metabdlicas presentes en las células en
estado de actividad metabdlica, las cuales, liberan hidrégeno durante los procesos
de reduccidn, por su parte, hidrégeno tiene la capacidad de transformar una solucién
de color amarillo pélido, a la cual se le ha aplicado cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio
o bromuro de 2,3,5-trifeniltetrazolio, en un trifenilformazan estable de color rojo
brillante (Schmidt, 2007).

En consecuencia, la generacion de formazan rojo sirve como un marcador de la
actividad deshidrogenasa, lo que a su vez indica la actividad metabdlica y, por ende,
la viabilidad celular. Debido a que la coloracion del tejido es localizada, es factible
distinguir entre las secciones vivas (de tono rojo) y las muertas (sin color) de la
semilla. En situaciones donde el tejido muerto (necrético) se presenta solo en la
superficie de los cotiledones, mientras que la radicula se tifie de manera habitual,

las semillas todavia podrian conservar su viabilidad. En cambio, incluso pequeiias
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areas de tejido necrético en la region esencial del embrién generalmente indican

que la semilla no seria capaz de germinar (Schmidt, 2007).

Algunas de las ventajas de esta prueba es que puede considerarse como una
alternativa a las pruebas de germinacién estandar, ademas ayuda a evaluar el
estado tanto fisico como fisioldgico de las semillas colaborando en la deteccion de
alteraciones estructurales y dafios causados por insectos y por la manipulaciéon
postcosecha, ademas, la ejecucion de esta prueba es simple, no requiere equipo
costoso y los factores ambientales no afectan la prueba (Dadlani y Yadava 2023).

Sin embargo, para obtener resultados mas preciosos en las pruebas de tetrazolio
de semilla de una especie especifica (da Silva et al., 2012) indican que puede ser
necesario realizar variaciones en las condiciones de las pruebas por lo que, para
garantizar el éxito de una prueba se deben considerar factores como la
concentracion, tiempo de tincion, temperatura, asi como la correcta interpretaciéon
del patron de tincion (Abbade y Takaki, 2014).
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. MARCO DE REFERENCIA

3.1 Antecedentes

Entre los afios 1930 y 1950 la quitina y el quitosano pasaron por un proceso de
exploracion desarrollandose algunas aplicaciones y nuevos meétodos para su
sintesis quimica publicandose en libros importantes sobre la materia por lo que, se
considera que a partir de 1970 y hasta 1980 la investigacion sobre estos
biopolimeros y sus derivados alcanzd la madurez posibilitando mas de 2000

aplicaciones (Crini, 2019).

Dentro de las variadas aplicaciones del quitosano se encuentran las relacionadas
con la agricultura, autores como Pichyangkura y Chadchawan (2015), reportan la
capacidad el quitosano como estimulante en varios tipos de respuesta en plantas
de interés horticola como la papaya, el durazno, la pera, citricos, coco, manzana,
cerezas, etc., ya que se ha demostrado la efectividad del quitosano en procesos
fisiologicos como resistencia al estrés abiotico, la mejora del crecimiento y del
rendimiento, la vida util de flores y frutos, y la activacién de la produccion de

metabolitos secundarios.

Los beneficios del quitosano sobre el control fitopatoldgico se reporta en trabajos
como el de Lietal. (2013), donde determinaron que el remojo de semillas de sandia
con quitosano derivado de exoesqueleto de cangrejo (>85 % doble desacetiliado)
disminuy6 la muerte de las plantulas causado por la bacteria Acidovorax citrulli 'y
aumento6 el peso fresco y seco de las plantulas del mismo modo, Pabdn et al.
(2015), reportan la capacidad del quitosano para inhibir el crecimiento del micelio,
la esporulacion y germinacion de esporas de los hongos Fusarium equiseti y

Curvularia lunata en Jatropha curcas L.

Otro ejemplo es la investigacion de Xu, et al. (2007), donde sefalan que el
crecimiento micelial de nueve fitopatbgenos F. graminearum, F. Oxysporum,
Verticillium dahlia, Phytophthora capsici, Pyricularia oryzae, A. solani, B. cinerea, C.

orbiculare y Exserohilum turcicum se vieron afectados por oligoquitosano, asi
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también Bautista et al. (2003), reportaron que el quitosano es capaz de limitar el
crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides en el cultivo de Carica papaya L.
cuando se aplica mediante inmersiones de quitosano a concentraciones de 15 g L~
ly5gL™t

También se han generado pruebas in vitro como la de Lopez et al. (2013), en la que
se demostré que la presencia del quitosano al 1 % generaba una inhibicién
significativa del crecimiento micelial, germinacion y esporulacién de Alternaria
alternata asi como una intensa vacuolizacion del micelio y esporas, la salida de
material citoplasmico y la formaciéon de material fibrilar alrededor de las células; un
efecto semejante a las estructuras de Alternaria alternata producido por quitosano
es el reportado por Meng et al. (2020), quienes determinaron que el quitosano era
capaz de inhibir significativamente la germinacion de esporas, el crecimiento del
micelio, inducir cambios notables en la morfologia externa y la microestructura
interna de Aspergillus ochraceus degradando la pared celular, perturbando la
integridad de la membrana celular asi como la inhibicion de la biogénesis de los

ribosomas.

En cuanto a pruebas postcosecha Liu et al. (2007), encontr6 que el quitosano
controlé con eficiencia Botrytis cinerea y Penicillium expansum en Solanum
lycopersicum L. almacenados a 25y 2 °C respectivamente, pues la germinacién de
esporas, la elongacion del tubo germinativo, el crecimiento del micelio de ambos
hongos mostraron una fuerte inhibicion por el quitosano asi mismo, se desencadend
una respuesta bioquimica en el tomate pues mejoré la actividad de la

polifenoloxidasa, la peroxidasa y el contenido de compuestos fendlicos.

Por otra parte, los beneficios que el quitosano provee a la germinacién de las
semillas se demuestran en investigaciones como la generada por Rahman et al.
(2013), donde el quitosano confiere una mejora en la tolerancia salina en semillas
de Lens culinaris L., el aumento significativo del porcentaje de germinacion, el

incremento de la longitud y el peso seco del hipocatilo y de la raiz.
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En la investigacion generada por Costales et al. 2020, con Glycine max L. afirman
que la imbibicion de semillas con soluciones de quitosano con diferentes
concentraciones y masas moleculares tuvieron efecto en el porcentaje de
germinacion, el crecimiento de las plantulas, incremento en el numero de hojas,
aumento en la longitud del tallo y raices, asi como la masa seca radical y el area

foliar de las plantulas.

Finalmente, el uso de quitosano polimérico y oligomético en especies ornamentales
como Dendrobium 'Eiskul'. reporta tener efectos beneficios en las diferentes etapas
de su micropropagacion en términos de la regeneraciéon de plantulas con fines de

obtener la mejor cantidad y calidad de plantas (Pornpienpakdee et al., 2010).

Respecto a las NPsAg son el nanomaterial mas utilizado, representando casi el 25
% de todos los productos empleados por la nanotecnologia (Tymoszuk, 2021), en
parte gracias a su propiedades antibacterianas y antifiangicas (Pokhrel et al., 2012)
por lo cual se han generado investigaciones bioldgicas para determinar sus posibles
aplicaciones en la agricultura y en la biotecnologia por ejemplo, se han desarrollado
trabajos sobre la aplicacion de NPsAg en cultivo in vitro con fines de sanidad como
el trabajo Tung et al. (2021), en que se aplicaron NPsAg al medio de cultivo como
desinfectante en el cultivo crisantemo resultando igualmente Gtil como promotor de
generacion de callos, en el incremento de tamafio de los explantes y mejor calidad
de los brotes, en cambio cuando se aplicaron al medio de cultivo en Fragaria x
ananassa se obtuvo una mejora significativa en desinfeccion de explantes y
multiplicacion de brotes asi como en la reduccion de la acumulacién de etileno (Tung
et al., 2021).

También se reportan trabajos donde se indican los beneficios de la aplicacion de
NPsAg en la geminacion y el desarrollo vegetal sefialando Cuong et al. (2023), la
mejora en la calidad de brotes al igual que una reduccion del tiempo de generacion
de raices en Limonium sinuatum (L.) Mill. 'Blanco’, asi mismo Manokari et al. (2023),
indica que en Gaillardia pulchella Foug cv. ‘Torch Yellow’ las NPsAg incrementaron
la tasa de proliferacion de brotes, biomasa, estomas funcionales, mejoraron

enraizamiento y supervivencia de las plantulas aclimatadas finalmente, Andujar et
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al. (2020), en su trabajo con Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied. reporta una
reduccion en la contaminacion de explantes en un 50 %, la mejora en el crecimiento
del area foliar en un 560 % y un aumento de 180 % en la tasa de multiplicacion

relacion brotes/explante.
IV. PROBLEMA DE INVESTIGACION

4.1. Situaciéon Problemética

Como parte de las actividades de la industria pesquera se tiene el procesamiento
industrial de diversas especies, por ejemplo, el procesamiento de crustaceos como
el camardn, Cabanillas et al. (2020), menciona que la descomposicién de los
desechos generados por estas industrias ademas de los malos olores puede
generar un problema ambiental grave si no son tratados adecuadamente. Sarabia
(2011), menciona que cuando los restos que generan este tipo de industrias son
arrojados en las zonas de captura en altamar o en suelos aledafios a los sitios de

procesamiento, contaminan y provocan la muerte de diferentes especies.

Por otra parte, T. ionantha Planch. enfrenta problemas por la deforestacion y por la
extraccion ilegal (Sosa et al., 2012) de la que es objeto dado su valor ornamental,
esto pone a sus poblaciones silvestres en peligro (Hernandez et al., 2018), aunado
a lo anterior es una especie que no cuenta con protocolo de propagacion in vitro
para su produccion sustentable tanto para fines de conservacion ex situ como para

su comercializacion.

Ademas, el uso de agentes como el quitosano y las NPsAg no han sido probados
en el cultivo in vitro en esta especie vegetal con fines de mejorar la germinacion y
disminuir la contaminacién, aspectos que se consideran fundamentales dentro de la

micropropagacion de plantas.

En el caso de esta investigacion se trabajard en el plano tecnolégico (Figura 12)
pues la intencion es generar una evaluacion sobre el desempefio del quitosano y
las NPsAg en el cultivo in vitro de una especie que se encuentra en riesgo por todos

los problemas ambientales y sociales ya mencionados en este apartado.
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Figura 11. Situacion problematica.

4.2. Delimitacion del problema

El presente trabajo de investigacion se centra en la evaluacion del quitosano y las
NPsAg aplicados como agentes desinfectantes de semillas, asi como parte del
medio de cultivo bajo sistema in vitro de T. ionantha Planch. con la finalidad de
evaluar su impacto en la germinacion y en el control fitopatolégico en el cultivo in
vitro en esta especie. El enfoque metodoldgico es cuantitativo empleando, métodos
estadisticos basicos como pruebas de normalidad, analisis de varianza y pruebas
de comparaciones multiples de medias; las potenciales limitaciones incluyen la

carencia de antecedentes en la aplicacion de quitosano y NPsAg en esta especie.
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4.3. Planteamiento del problema

El presente trabajo se enfoca en la implementacién del quitosano y NPsAg en el
cultivo in vitro de T. ionantha Planch. con fines de contribuir a la generacion de un
protocolo de propagacién in vitro que permita la conservacion y la produccion
sustentable de esta especie vegetal que por su diversidad de usos especialmente
el ornamental suele ser extraida de su medio natural; también busca diversificar los
usos del quitosano y las NPsAg aplicados a una especie en la que no se tiene
registro de su aplicacion por lo que la falta de investigaciones especificas justifica la
realizacion de este trabajo.

4.4. Vacio del conocimiento

La investigacion, disefio y perfeccionamiento de protocolos de propagacion in vitro
de bromelias es limitada, solo basta analizar cémo algunos de los pocos trabajos
publicados recientemente como el de Hernandez et al. (2018) o el trabajo de
Bertsouklis y Panagaki (2022), basado en trabajos desarrollados desde la década
de los afios 80 y 90 lo cual indica la gran oportunidad de desarrollar temas de

investigacion innovadores en esta area del conocimiento.

Por otra parte, esta situacion denota lo lento que se incrementa el flujo de
informacion relacionada con la propagacion in vitro de las bromelias comparado con
otras familias botanicas cuya investigacion sin duda, se incrementa constantemente
creando una robusta base de conocimientos que sirven de andamiaje para los
siguientes trabajos de investigacion por lo anterior, resulta ain mas dificil encontrar
trabajos dirigidos a la generacion de protocolos de propagacion in vitro del género

Tillandsia en comparacion con otros géneros dentro de la familia Bromeliaceae.

Aunado a lo anterior, la mayoria de los trabajos direccionan sus objetivos a la
investigacion sobre el efecto de fitohormonas como las citoquininas, auxinas y
giberelinas o bien desde el punto de vista nutricional, evaluando el efecto de
diferentes dosis de macro y micronutrientes en el medio de cultivo, sin embargo, no
se ha investigado el efecto del uso del quitosano y las NPsAg en el medio de cultivo

0 como desinfectante en T. ionantha Planch. en cambio, si se tiene antecedentes
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sobre su eficiencia para el manejo fitosanitario y su funcion como bioestimulante en

otros cultivos de tipo horticolas.

4.5. Frontera del conocimiento

Dada la escasez de informacion especifica de micropropagacion de T. ionantha
Planch. seréa importante generar antecedentes sobre el uso de quitosano y NPsAg
en proceso de establecimiento in vitro de la especie, asi mismo generar resultados
sobre las posibles dosis y modos de aplicacion en las semillas y en el medio de
cultivo, y determinar su efecto en la germinacién y en el control sanitario lo que
permitird decidir la viabilidad de integrar dichos agentes al desarrollo de un protocolo
de propagacion in vitro T. ionantha Planch. que es tan necesario para conservar ex

situ la especie, asi como su comercializacion sustentable.

4.6 Justificacion

El procesamiento industrial de crustaceos, especialmente el dedicado a la
produccion de camardn genera una gran cantidad de residuos, estimaciones de la
FAO en el 2020 indican que tan solo en el afio 2017 en México se produjeron
227,000 toneladas de camardn, por lo que se estima se originaron 100,000
toneladas de desechos toda vez que como sefialan Cabanillas et al. (2020), entre
el 48 al 60 % del peso total del camardn corresponde a la fracciébn no comestible,
fraccidbn que termina depositada en lugares inapropiados como vertederos no
regulados o bien directamente en el mar provocando graves problemas
medioambiental por lo que resulta importante el desarrollo de nuevas alternativas

de uso como materia prima en diferentes industrias.

Desde hace cuatro décadas comenzaron con el estudio de la quitina que es la
segunda sustancia organica de mayor abundancia en la naturaleza solo después de
la celulosa (Velasco et al., 2019), y que ademas es el principal componente de los
exoesqueletos de los crustaceos constituyendo entre el 20 al 58 % del peso seco
de los desechos de los crustaceos sin embargo como menciona Hernandez et al.
(2009), su baja solubilidad limita su aplicacion, no obstante cuando se realiza un

proceso quimico de desacetilacion, se puede obtener quitosano el cual es soluble
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en la mayoria de los disolventes organicos permitiendo su aplicacién en diversas

areas.

Las multiples investigaciones generadas hasta ahora han encontrado un sin nimero
de aplicaciones que permiten por una parte dar una revalorizacion de los desechos
del procesamiento industrial de crustdceos mediante la agregacion de valor y por

otra generar una alternativa de uso para evitar la contaminacion medio ambiental.

En el caso de la agricultura existe la necesidad de investigar e incorporar nuevas
fuentes biocidas de origen natural que permitan la transicion hacia una agricultura
mas amigable medio ambientalmente, en su caso el biopolimero quitosano
representa una interesante opcion pues tiene una baja toxicidad en humanos,
animales y en el medio ambiente ademas de que ha demostrado su utilidad y
eficacia dentro de la produccién agricola en cultivos como citricos, hortalizas,
frutillas, papa, apio, manzana y plantas ornamentales como las orquideas ya que
se ha demostrado su eficacia como como agente bactericida, fungicida, antiviral,

como estimulador de crecimiento, inductor de resistencia, etc. (Larez, 2008).

Existe un reto importante para la biotecnologia agricola pues una de sus vertientes
esta enfocada a la preservacion de especies vegetales empleando la técnica de
cultivo in vitro como forma de propagaciéon de tejidos que aquellas plantas cuya
existencia en la naturaleza como menciona Kromer et al. (2018), se ven
amenazadas por la extraccion ilegal y descontrolada o bien por la destruccién de su
hébitat natural, siendo necesaria la propagacién masiva y estandarizada para
garantizar la salvaguarda de la planta en cuestion, tal es el caso de la bromelia T.

ionantha Planch.

Es necesario generar investigacion que permita por una parte probar la eficacia en
el uso de productos con caracteristicas como el quitosano para seguir extendiendo
Su uso en el area agricola pero también para poder contribuir en la estandarizaciéon
de protocolos de propagacion de plantas que cumplan con el vigor e inocuidad

necesaria para su exitosa propagacion y conservacion.
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4.7 Pregunta de investigacion

¢, Cuales concentraciones de quitosano y de NPsAg seran capaces de mejorar los

indices de germinacion, asi como controlar agentes fitopatologicos en el cultivo in
vitro de Tillandsia ionantha Planch?
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V. HIPOTESIS

La aplicacion de quitosano y nanoparticulas de plata como agente desinfectante de

semillas previo a la siembra, y al medio de cultivo in vitro de Tillandsia ionantha

Planch. promovera beneficios en el proceso de germinacion de semillas, asi como

una reduccion en la incidencia de enfermedades fungicas y bacterianas.

VI. OBJETIVOS

6.1 General

Evaluar si la aplicacién de quitosano y nanoparticulas de plata en el cultivo in vitro

de Tillandsia ionantha Planch. benefician la germinacién y la inocuidad del cultivo

durante el proceso de germinacion.

6.2 Particulares

Establecer una prueba de viabilidad topografica de tetrazolio en semillas de
Tillandsia ionantha Planch. con el pretratamiento de las semillas y diferentes
concentraciones de tetrazolio.

Analizar la efectividad del quitosano grado alimenticio y reactivo sobre la
germinacion y contaminacion de semillas bajo sistema in vitro de Tillandsia
ionantha Planch.

Evaluar el efecto de las nanoparticulas de plata en la germinacion,
contaminacion y supervivencia de las semillas de Tillandsia ionantha Planch.
dentro del proceso de lavado y desinfeccion previo a la siembra in vitro.
Determinar si las nanoparticulas de plata aplicadas al medio de cultivo liquido
tienen efecto en la germinacion, dias a germinacion, supervivencia y en el
control sanitario en semillas de Tillandsia ionantha Planch. bajo condiciones

in vitro.
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VII. MATERIALES Y METODOS

7.1 Lugar de estudio

La fase experimental del presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales adscrito al Area de Genética del
Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autbnoma Chapingo, el cual se
encuentra ubicada en Carretera Federal México-Texcoco Km 38.5, Chapingo,
México y a la que corresponden las coordenadas geograficas 19°29'42.50”N y
98°53'11.28” O (Figura 12).
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Figura 12. Localizacion geogréfica del Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autbnoma.
Elaboracion propia.
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7.2 Material vegetal

Las semillas de T. ionantha Planch. empleadas en todos de los bioensayos fueron
proporcionadas por el Centro Universitario de Investigacion y Conservacion de
Bromelias Mexicanas (CUCIBROM), fueron recolectadas en marzo de 2022 y
almacenadas a una temperatura ambiente promedio de 20 °C en recipientes

plasticos con tapa de capacidad de 75 g.

7.3 Manejo de semilla
En el bioensayo del establecimiento de la prueba de viabilidad topografica de
tetrazolio en semillas de T. ionantha Planch. con el pretratamiento de las semillas y

diferentes concentraciones de tetrazolio no se lavaron las semillas.

En el resto de los bioensayos para facilitar la manipulacién de las semillas se
procedi6 a retirar el apéndice plumoso de cada semilla empelando tijeras de punta

fina y pinzas, para posteriormente realizar los lavados correspondientes.

En el objetivo particular dos, analizar la efectividad del quitosano grado alimenticio
y reactivo sobre la germinacion y contaminacion de semillas bajo sistema in vitro de
T. ionantha Planch. se elaboraron pequefios sobres de papel filtro, para después
lavar las semillas dentro de la camara de flujo laminar de acuerdo con la
metodologia de Garcia et al. (2023), sumergiendo los sobres con semillas en tres
soluciones y realizando tres enjuagues entre cada uno de ellas, la primer solucién
de desinfeccion tuvo una concentracién de 10 % de alcohol con agua destilada
estéril y los sobres permanecieron en ella por 10 minutos, la segunda también de
10 minutos se realizé con una solucidon de hipoclorito de sodio al 5 % de la
marca comercial Clorox® con agua destilada estéril y la tercera solucién contenia
0.25 ml de plata coloidal en 100 mL de agua desionizada estéril.

Para el objetivo particular tres, evaluar el efecto de las nanoparticulas de plata en la
germinacion, contaminaciéon y supervivencia de las semillas de T. ionantha Planch.
dentro del proceso de lavado y desinfeccion previo a la siembra in vitro se empleo
la técnica de lavado propuesta por Valdez (2023), que consistio en introducir las

semillas una solucion de alcohol al 70 % por tres minutos, seguido de un triple
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enjuague con agua desionizada estéril, posteriormente, se empled6 una solucién de
hipoclorito de sodio al 5 % de marca comercial con un tiempo de inmersion de 40
minutos, finalmente los sobres se enjuagaron tres veces con agua desionizada
estéril y se les agrego el tratamiento con NpsAg.

Para el objetivo particular cuatro, determinar si las nanoparticulas de plata aplicadas
al medio de cultivo liquido tienen efecto en la germinacion, dias a germinacion,
supervivencia y en el control sanitario en semillas de T. ionantha Planch. bajo

condiciones in vitro se empled la técnica de lavado de Garcia (2023).

7.4 Medio de cultivo

Para establecer la prueba de viabilidad topografica de tetrazolio en semillas de T.
ionantha Planch, no se emple6 medio de cultivo.

Para, analizar la efectividad del quitosano grado alimenticio y reactivo sobre la
germinacién y contaminacion de semillas bajo sistema in vitro de T. ionantha Planch.
se emplearon frascos de cristal tipo Gerber® etapa 2 y se colocé en cada uno de
ellos 15 mL de medio de cultivo elaborado con sales inorganicas MS (Murashige y
Skoog, 1962) al 10 %, sacarosa 10 g.L!, quitosano grado alimenticio (250 y 500
g.L1) y quitosano grado reactivo marca Sigma-Aldrich® (250 y 500 g.L™) cuyo origen
son exoesqueletos de camarén, con 275 % de desacetilado; como agente
gelificante se emple6 agar-agar Deiman® 5.5 g.L1, para ajustar el pH del medio de
cultivo en 5.7 = 0.1 se empleo el potencidmetro Conductronic® PC45 y soluciones
normales de NaOH y HCI, para la esterilizacién de los medios de cultivo se utilizé
autoclave Aesa CV250-Al a 121°C a presion de 1.2 kg/cm? por 20 minutos.

En la evaluacién del efecto de las nanoparticulas de plata en la germinacion,
contaminacion y supervivencia de las semillas de Tillandsia ionantha Planch
emplearon frascos de cristal tipo Gerber® etapa 2 y se vertieron en cada uno 10 mL
de medio de cultivo el cual fue formulado con las sales inorganicas de Murashige y
Skoog, (1962) al 10 % de su concentracion, sacarosa 10 g.L?, pH ajustado con el
potenciometro Conductronic® PC45 a 5.7 + 0.1 y como gelificante se us6 agar-agar
Deiman® a una dosis de 5.5 g.L. La esterilizaron se realizé con autoclave Aesa

CV250-A1 a una temperatura de 121°C a presion de 1.2 kg/cm? por 20 minutos.
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En el caso de la prueba para determinar si las nanoparticulas de plata aplicadas al
medio de cultivo liquido tienen efecto en la germinacion, se emplearon tubos de
ensayo y puentes de papel filtro de 10 por 1.7 cm, los tubos y los puentes se
esterilizaron con autoclave Aesa CV250-Al a una temperatura de 121°C y con una
presion de 1.2 kg/cm? por 20 minutos; el medio de cultivo liquido estuvo constituido
por sales inorganicas MS (Murashige y Skoog, 1962) al 10 % y sacarosa 10 g.L™},
se ajustd el pH a 5.7 £ 0.1 con el potenciometro Conductronic® PC45, dadas las
recomendaciones del proveedor de Argovit™ (NPsAgQ) no se esterilizaron de los
medios de cultivo bastando con servir el medio de cultivo dentro de la camara de
flujo laminar VECO GHFL-12.

7.5 Condiciones de incubacion
El bioensayo de la prueba de viabilidad topografica de las semillas Tillandsia
ionantha Planch. se mantuvo bajo las condiciones de 12 horas de luz 'y 12 horas de

obscuridad, a una temperatura aproximada de 23 °C.

Para el resto de los bioensayos la temperatura del area de incubacion donde se
establecieron fue de 22°C +1 y el régimen de fotoperiodo al que fueron sometidas
las semillas fue de 16 horas luz e intensidad luminosa de 45 pmol m=2 s

suministrada por lamparas fluorescentes color blanco y 8 horas de obscuridad.

7.6 Tratamientos

Para la prueba de viabilidad topografica de tetrazolio en semillas de T. ionantha
Planch, se aplicaron 12 tratamientos, la mitad de ellos incluia el sometimiento de las
semillas a remojo con agua destilada estéril por 12 horas, asi mismo empleando
una lija de 1200 granos se sometié a escarificacion fisica a la mitad de la muestra
de semillas, finalmente 10 semillas fueron dispuestas en cada uno de los
contenedores de plastico con tapa de adicionando dosis de tetrazolio al 0.1, 0.5y 1
% (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Tratamientos aplicados a las semillas de Tillandsia ionantha Planch.

establecidos en el ensayo para la prueba de tetrazolio.

Tratamiento Remojo (12 horas) Escarificacion fisica Tetl:/z)olio
2
T S Si 0.1
1 Si Si 0.5
T3 Si S; ’
T Si No 0.1
T S No 0.5
T6 Si No 1
T No Si 0.1
1 No Si 0.5
T9 No S| 1
T10 No No 0.1
T11 No o i
T12 No No 1

Para analizar la efectividad del quitosano grado alimenticio y reactivo sobre la

germinacion y contaminacién de semillas bajo sistema in vitro de T. ionantha Planch.

los tratamientos de los dos tipos de quitosano (alimenticio y grado reactivo)

quitosano fueron adicionados como parte del medio de cultivo y se constituyeron de

la siguiente forma (Cuadro 4).

Cuadro 4. Tratamientos aplicados a las semillas de Tillandsia ionantha Planch.

basados en diferentes dosis de quitosano grado alimenticio y grado reactivo.

. Tipo de Dosis
Tratamiento .
quitosano * mg.L?

T0 0

T1 QA 250
T2 QA 500
T3 QR 250
T4 QR 500

*QA=Quitosano grado alimenticio, QR: Quitosano grado reactivo
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Por su parte, los tratamientos empleados para evaluar el efecto de las NpsAg como
desinfectante antes de la siembra in vitro les fueron agregado la formulacion de
NPsAg (Argovit) que son elaboradas por VECTOR VITA LTP con sede en
Novosibirsk, Rusia e importadas y distribuidas en México por BIOMANG. S.A.P.I.
de C.V. con el nombre comercial NAGPET y bajo uso veterinario con registro de la
SAGARPA Q-9692-033, Argovit provee una suspension de NPsAg al 3 %, con
vehiculo cbp de 1.88 g/100 g de polivinilipirrolidona, vehiculo cbp 0.94 g/100g de
colageno hidrolizado, el ingrediente activo correspondiente a la plata metélica fue
de 0.18/100g empleando como vehiculo 97 mL de agua destilada. El contenido de
plata metalica en Argovit se utilizo para calcular las diluciones de NPsSAG empleando
agua desionizada estéril; las disoluciones resultantes tuvieron las concentraciones
0, 25, 100 mg.Lt, ademas se emplearon dos tiempos diferentes de inmersion (5 'y
20 minutos) de los sobres con semillas. (Cuadro 5), esto con base en las

recomendaciones de la literatura consultada.

Cuadro 5. Tratamientos de diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata

y tiempos de inmersion, en semillas de Tillandsia ionantha Planch.

Tratamiento  NpsAg* Tiempo de inmersion
(mg L) (minutos)
T0 0 Sin inmersion
T1 25 5
T2 25 20
T3 100 5
T4 100 20

* NpsAg= Nanoparticula de plata.

Los tratamientos correspondientes al ensayo de NPs Ag aplicadas al medio de
cultivo liguido se basaron en la aplicacion de diferentes dosis (mg.L™') de Argovit™

(NPsAg) en medio y se muestra en el siguiente cuadro. (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Tratamientos a los que fueron sometidas las semillas de Tillandsia
ionantha Planch. para evaluar las nanoparticulas de plata (NPsAg) en el medio de

cultivo.

Tratamiento NPsAg en el medio de cultivo

(mg.L™)
TO 0
T1 5
T2 10
T3 20
T4 40

* NpsAg= Nanoparticula de plata.
7.7 Disefio experimental

Para de la prueba de tetrazolio se empled un disefo factorial: factor uno (remojo),
con dos niveles con y sin remojo, factor dos (escarificacion) con dos niveles, cony

sin escarificacion y factor tres (dosis tetrazolio) con tres niveles, 0.1, 0.5y 1 %.

Por su parte para el bioensayo del analisis de la efectividad del quitosano grado
alimenticio y reactivo se us6 un disefio experimental completamente al azar con
cinco tratamientos cuya unidad experimental se compone de cinco frascos con cinco

semillas cada uno y seis replicas.

En la evaluacion de las NPsAg en el proceso de lavado el disefio experimental es
completamente al azar con cinco tratamientos donde la unidad experimental
corresponde a cinco frascos, donde a cada uno se le sembraron cinco semillas, y

se establecieron seis replicas.

Para la aplicacion de NPsAg al medio de cultivo in vitro el disefio experimental
corresponde a un completamente al azar con cinco tratamientos cuya unidad
experimental se compone de diez tubos de ensayo con una semilla en cada uno y

tres replicas por tratamiento.
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7.8 Variables respuesta

En la prueba de tetrazolio uno las variables evaluadas fueron por una parte el
porcentaje de semillas que presentaron tincion en el area embrionaria y de la raiz,
asi como el patron de tincion que presentes en las semillas, estas variables fueron

evaluadas a las 24 y 48 horas después del establecimiento del bioensayo.

Para el resto de los bioensayos cada tercer dia durante cuatro semanas se
monitoreo el proceso de germinacidén que consiste en la emergencia del hipocatilo,
asi como los posibles casos de contaminacién por hongos o bacterias, presencia-

ausencia de necrosis (oxidacion).

Las variables consideradas fueron el numero de semillas germinadas, numero de
semillas oxidadas, niumero de semillas contaminadas por hongos o bacterias para
poder determinar el porcentaje de germinacion (PG), porcentaje de oxidacion (PO),
porcentaje de contaminacién (PC), porcentaje de sobrevivencia (PV), dias a

germinacion.

7.9 Andlisis estadistico

El programa estadistico Minitab® 18.1 fue empleado para realizar todas las pruebas

estadisticas de todos los bioensayos.

Se empleé la funcién arcoseno /x/100 para transformar y analizar los datos en
porcentaje relativos a la tincidn, germinacion, contaminacién y supervivencia,
posteriormente, se revirtieron a su forma original en porcentaje para facilitar la
discusion, se realizaron pruebas de normalidad para todas las variables, un andlisis
de varianza (ANDEVA) y cuando se presentaron diferencias estadisticamente
significativas se procedio a realizar la prueba de comparacion multiple de medias
Tukey (p = 0.05).
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUCION

8.1 Viabilidad topografica de tetrazolio en semillas de Tillandsia ionantha

Planch.

Se evalué el porcentaje de semillas que mostraron tincién en el area del embrion y
de la raiz, el analisis de varianza (p< 0.05) mostré que unicamente el factor remojo
(12 horas) tiene un efecto estadisticamente significativo en la tincion de las semillas
con p=<0.006, las interacciones Tetrazolio-Escarificacion fisica, Tetrazolio-Remojo,
Escarificacion fisica-Remojo no mostraron tener efecto estadisticamente
significativo (p=0.05) finalmente la interaccion de los tres factores evaluados no
mostro tener efecto es disticamente significativo (p= 0.293) sobre la tincion de las

semillas.

La grafica de efectos principales para la tincién de las semillas (Figura 13) muestra
que hay un mayor efecto o respuesta sobre la tinciéon cuando, si se realiza un remojo
previo de 12 horas antes de aplicar tetrazolio en las semillas, aunque como ya se
menciond en el ANDEVA, las diferentes dosis de tetrazolio y la aplicacion o no de
escarificacion fisica no tiene efecto sobre la tincion en la grafica de efectos
principales se puede observar que la dosis de tetrazolio de 0.01 % tiene mayor
efecto que las dosis 0.5 y 1 % a si mismo se puede observar que no realizar la

escarificacion fisica tiene un mayor efecto en la posible tincién de las semillas.
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Grafica de efectos principales para Tincion
Medias de datos

TZ EsF Rm
0.068

0.066

0.064

0.062

0.060 /
0.058

0.056

Media

0.054

0.1 0.5 10 Si No 5i No

Figura 13. Grafica de efectos principales de la tincién de semillas de Tillandsia ionantha Planch. para
los factores dosis de tetrazolio, escarificaciéon fisica y remojo.TZ=Tetrazolio, EsF=Escarificacion
fisica, Rm= Remojo

Topografia de tinciéon

Sobre la topografia de tincion de la semilla por efecto del tetrazolio se determino
que las partes tefidas corresponden al cotiledén, hipocétilo y raiz (Figura 14) asi
mismo, aunque la escarificacion fisica no tiene efecto sobre la tincién por tetrazolio,
resulta ser una técnica util para facilitar la observacion de la tincion de la estructura
interna dado que, al ser una semilla de tamafio pequefio y al estar cubierta por la

coma la vision del patrén de tincidn se dificulta.
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Figura 14. Patrén de tincion de semillas de Tillandsia ionantha Planch. en los diferentes tratamientos.
a) T1: Tetrazolio 0.1 N, con escarificacion fisica, y remojo; b) T2: Tetrazolio 0.5 N, con escarificacion
fisica, y remojo; c) Tetrazolio 1 N, con escarificacion fisica, y remojo; d) Tetrazolio 0.1 N, sin
escarificacion fisica, y remojo; e) Tetrazolio 0.5 N, sin escarificacion fisica, y remojo; f) Tetrazolio 1
N, sin escarificacion fisica, y remojo; g) Tetrazolio 0.1 N, con escarificacion fisica, sin remojo; h)
Tetrazolio 0.5 N, con escarificacion fisica, sin remojo; i) Tetrazolio 1 N, con escarificacion fisica, sin
remojo; j) Tetrazolio 0.1 N, sin escarificacion fisica, sin remojo; k) Tetrazolio 0.5 N, sin escarificacion
fisica, sin remojo; I) Tetrazolio 1 N, sin escarificacion fisica, sin remojo.

Escala del patrén de tincion

Se reconocieron siete patrones de tincidn en las semillas que incluyen semillas con
ausencia total de tincion, tincion del area donde se ubica la raiz, semillas con tincién
en raiz e hipocétilo, tincién en cotiledén e hipocdtilo, tincion en cotileddn y raiz,
semillas con tincion solo a nivel del cotiledon hasta aquellas semillas con tincidon

total de area embrionaria la cual incluye raiz, hipocétilo y cotileddn.
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La tincidn por efecto del tetrazolio indica que las semillas son viables, asi mismo
cuando no existe tincidn o esta es apenas perceptible en colores rosados sin que la

tincion sea homogénea se puede considerar que la semilla es no viable (Figura 15).
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Figura 15. Patron de tincidn por tetrazolio en semillas de Tillandsia ionantha Planch.

Sobre los resultados obtenidos y a diferencia de lo reportado por Calderén (2019),
donde indica que en Espeletia y en Pentacalia ledifolia, el factor mas importante
para la tincion lo constituye la concentracion de tetrazolio pues, cuando se emple6
tetrazolio al 1 % por 24 horas la viabilidad alcanzo el 76 y 80% respectivamente,
esto en contraste con las semillas de T. ionantha Planch. en las que el factor
principal que afectaba la tincién fue el sometimiento de las semillas a un proceso

previo de remojo de 12 horas y no la concentracién de tetrazolio.

Sobre la misma constitucién anatémica de las semillas Calderon (2019), sefiala que

en los casos de Hesperomeles goudotiana, Cestrum buxifolium y Xylosma
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spiculifera, que se caracterizan ya sea por poseer una testa gruesa o con abundante
endospermo, se requiere aplicar la prueba sobre los embriones directamente
usando tetrazolio con una concentracion de 1 % asi mismo, el autor menciona que
Gaultheria anastomosans, Pernettya prostrata y Vaccinium floribundum cuya testa
es dura, se requiere cortar la testa y aumentar la concentracion de tetrazolio a 1.5
% para obtener viabilidades de hasta el 40 % sin embargo, las semillas de T.
ionantha Planch. no se presentan estas caracteristicas anatdmicas a nivel de
semilla, facilitando asi la aplicacion de la prueba de tetrazolio directo en ella, sin
requerir cortar la testa o escarificarla fisicamente con fines de permeabilidad de la

solucion de tetrazolio en el tejido seminal.

En el trabajo desarrollado por Elizalde (2014), con Hechtia perotensis se determiné
que al igual que en las semillas de T. ionantha Planch. las concentraciones de
tetrazolio 0.2 y 1 % no mostraron diferencia estadisticamente significativa (p > 0.05)
sobre la tincion de los embriones permitiendo distinguir y calificar la vialidad de
estas; en las pruebas de viabilidad con tetrazolio en Hordeum vulgare L.,
Grzybowski et al. (2012), también determinaron la conveniencia de preacondicionar
las semillas con inmersiones directa en agua, a diferencia de las semillas de T.
ionantha Planch. en cebada basta aplicar el pre-acondicionamiento Unicamente por
cuatro horas, ademas concluyeron que las concentraciones de tetrazolio eficaces
en la tincion de las semillas de cebada son de 0.1 0 0.5 % lo cual coincide con los
resultados obtenidos en T. ionantha Planch. donde la tincion de las semillas también
se puede presentar en esas mismas concentraciones.

Mollo (2011), reporta que las semillas de Hordeum muticum y Bromus catharticus
no mostraron ser sensibles a las concentraciones evaluadas (0.1, 0.5 y 1 %)
mostrada viabilidad en cualquiera de las dosis lo que coinciden con el

comportamiento T. ionantha Planch.

Es importante destacar que, como lo indican Elizalde et al. (2017), la aplicacion de
la prueba de tetrazolio depende de la experiencia del investigador para detectar la

viabilidad de las semillas. Aunado a lo anterior, es necesario desarrollar protocolos
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especificos para evaluar la viabilidad en semillas de bromelias, las cuales son poco
documentadas en parte de acuerdo con los autores, al tamafio notablemente

pequefio de las semillas de esta familia.

8.2 Analisis de la efectividad del quitosano grado alimenticio y reactivo.

Los resultados del ANDEVA (a<0.05), para el analisis de la efectividad del quitosano
grado alimenticio y reactivo sobre la germinacién y contaminacion de semillas bajo
sistema in vitro de T. ionantha Planch, los resultados mostraron que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos para ninguna de las
variables evaluadas sin embargo, para el porcentaje de germinacién (p>0.463) el
mayor porcentaje de germinacion fue obtenido por el T3 (quitosano grado reactivo,
250 mg.L1) con una media de 18 % y el menor porcentaje correspondié al T4

(quitosano grado reactivo, 500 mg.L™?) con 14.5 % (Cuadro 7).

En los 31 dias de duracion de la prueba no se observd contaminacion significativa
por hongos o bacterias de las unidades experimentales de ninguno de los
tratamientos, solo el tratamiento testigo present6 contaminacion de 0.68 %, sin
embargo, como ya se mencioné este porcentaje de infeccién en ningun sentido es
significativo (p>0.426) (Cuadro 7).

En promedio el 62 % de todas las semillas establecidas logrd sobrevivir hasta los
31 dias después de la siembra, perdiendose el restante 38% por que la semilla no
era viable o bien por qué la semilla se oxidé y la adicion de quitosano de grado
alimenticio y reactivo no demostr6 generar diferencias estadisticamente
significativas en la sobrevivencia entre ninguno de los tratamientos (p>0.417)
(Cuadro 7).
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Cuadro 7. Analisis de varianza en los cinco tratamientos aplicados a semillas de

Tillandisia ionantha Planch.

: Germinacion Contaminacion Supervivencia
Tratamiento

(%) (%) (%)
TO 15.00 0.68 57.33
T1 16.00 0 62.67
T2 16.50 0 64.67
T3 18.00 0 68.00
T4 14.50 0 58.00

TO (Testigo, 0 mg. L"), T1 (Quitosano grado alimenticio, 250 mg.L™"), T2 (Quitosano grado alimenticio,
500 mg.L-"), T3 (Quitosano grado reactivo, 250 mg.L""), T4 (Quitosano grado reactivo, 500 mg.L-")

En la siguiente grafica (Figura 16) se muestra los porcentajes obtenidos en cada
uno de los cinco tratamientos aplicados para las variables germinacion,

contaminacion y supervivencia.
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Figura 16. Porcentajes de germinacion, contaminacion y supervivencia.

Si bien el analisis estadistico determiné que no habia evidencia de que el quitosano
grado alimenticio y grado reactivo afectara las variables antes mencionadas, es
posible detectar que las plantulas tratadas con quitosano muestran un mayor vigor
gue aquellas cuyo medio de cultivo no fue suplementado con quitosano en ninguna

de sus presentaciones (Figura 17 y 18).
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Figura 17. Comparacion visual de plantas testigo. a) Tratamiento testigo (T0) cuyo medio de cultivo
no contuvo quitosano en ninguna de sus modalidades aplicado en semillas Tillandsia ionantha
Planch. a los 184 dias después de la siembra.

Figura 18. Efecto de la aplicacion de quitosano comercial y reactivo al medio de cultivo en semillas
Tillandsia ionantha Planch. a los 184 dias después de la siembra. b) T1: quitosano grado alimenticio,
250 mg. L; ¢) T2: quitosano grado alimenticio, 500 mg. L™'; d) T3: quitosano grado reactivo 250 mg.
L'; e) T4: quitosano grado reactivo, 500 mg.L".

Se han difundido diversos estudios de investigacion que examinan el proceso de
germinacion de semillas de cultivos relevantes en el &mbito horticola o ecoldgico
(Samarah et al., 2020; Ghule et al., 2021; Li et al., 2019; Abd El-Hack et al., 2020;
Riseh et al., 2022) donde se ha evaluado concentraciones y diferentes pesos
moleculares del quitosano (Costales et al., 2020, Boamah et al., 2023; Nge et al.,
2006) sobre la germinacion, sus resultados confirman el efecto bioestimulante del
quitosano aumentando el porcentaje de germinacion e incluso disminuyendo el
tiempo medio de germinacién, sin embargo, estos resultados contrastan con este
bioensayo donde el quitosano no mostrd tener efecto sobre la germinacion de

semillas de T. ionantha Planch. es probable que deban ensayarse nuevas dosis 0
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formas de aplicacién para determinar si el quitosano es capaz de mejorar la

germinacion en esta bromelia.

Se han difundido diversos estudios de investigacion que examinan el proceso de
germinacion de semillas de cultivos relevantes en el ambito horticola o ecolégico
(Samarah et al., 2020; Ghule et al., 2021; Li et al., 2019; Abd El-Hack et al., 2020;
Riseh et al., 2022) donde se ha evaluado concentraciones y diferentes pesos
moleculares del quitosano (Costales et al., 2020, Boamah et al., 2023; Nge et al.,
2006) sobre la germinacion, sus resultados confirman el efecto bioestimulante del
quitosano aumentando el porcentaje de germinacion e incluso disminuyendo el
tiempo medio de germinacion, sin embargo estos resultados contrastan con este
bioensayo donde el quitosano no mostro tener efecto sobre la germinacion de
semillas de T. ionantha Planch. es probable que deban ensayarse nuevas dosis 0
formas de aplicacion para determinar si el quitosano es capaz de mejorar la

germinacion en esta bromelia.

Sobre la contaminacién se adjudica la ausencia de patdégenos hongos y bacterias
en todos los tratamientos a la accién conjunta de la eliminacion del apéndice
plumoso de las semillas, asi como a la alta eficiencia de la técnica de lavado
retomada de Garcia et al. (2023), esta condicién permitié evaluar la capacidad del

quitosano para reducir o eliminar infecciones por fitopatégenos.

Si bien en este bioensayo no demostré tener efecto sobre la supervivencia si logro
mejorar el vigor de las plantas lo cual coincide parcialmente con los trabajos de
Bhaskara Reddy et al. (1999) y Arellano et al. (2020) en los que se logré mejorar el
vigor de las plantas, sera necesario extender el tiempo de evaluacion en las
plantulas de T. ionantha Planch. dado que su tiempo de crecimiento es lento para
determinar si en un plazo mayor el vigor mostrado con los tratamientos de quitosano

es suficiente para mejorar la supervivencia de las plantas.
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8.3 Evaluacion del efecto de las NPsAg en el proceso de lavado y desinfeccion

previo a la siembra in vitro.

Los resultados de germinacion del bioensayo tres, mostraron que los tratamientos
TO (testigo), T1 (25 mg.L™" y 5 minutos de inmersion), T4 (100 mg.L™" y 20 minutos
de inmersion), son estadisticamente iguales, al presentar los mayores porcentajes
de geminacion, también se determiné que el T4 y T1 no presentan diferencias
estadisticamente significativas respecto al T2 (25 mg.L-' y 20 minutos de inmersion)
, finalmente los tratamientos que obtuvieron los porcentajes de germinacion mas
bajo y que no presentan diferencias estadisticas significativas entre ellos
corresponden a los T2 (25 mg.L™' y 20 minutos de inmersion) y T3 (100 mg.L'y 5

minutos de inmersién) (Cuadro 8).

Cuadro 8. Respuestas observadas en los cinco tratamientos aplicados a semillas
de Tillandsia ionantha Planch.

Dias a
Germinacién Contaminacién Supervivencia
Tratamiento germinacion
(%) (%) (%)

(DG)

T0 602 0.02 55.32 11.82
T1 4620 3.32 47.323b 10.582

T2 25.33P 0.02 31.3b 11.72

T3 28 0.02 34.7° 10.22

T4 42.672° 3.32 42.7% 11.82

En las columnas las medias con letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas
segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey (p<0.05)

Sobre la contaminacion, la incidencia por bacterias y hongos fue minima en la
duracion del bioensayo, Unicamente los T4 y T1 (100 mg.L-' y 20 minutos de
inmersion y 25 mg. L' y 5 minutos de inmersion respectivamente), presentaron
contaminacion por hongos o bacterias (Cuadro 8) y el resto de los tratamientos no
presentaron evidencia de agentes patdégenos, por lo que el andlisis estadistico
confirmé que no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre

tratamientos.
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Se determin6 que existen diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos para la sobrevivencia de las semillas, los tratamientos TO (Testigo), T1
(25 mg.L" y 5 minutos de inmersién) y T4 (100 mg.L-' y 20 minutos de inmersién)
(Cuadro 8) obtuvieron los mayores porcentajes de sobrevivencia y no tienen
diferencias estadisticamente significativas entre ellos asi mismo el T1 (25 mg.L-! y
5 minutos de inmersion) y T4 (100 mg.L™" y 20 minutos de inmersion) no mostraron
diferencias estadisticas significativas con el T3 (100 mg.L' y cinco minutos de
inmersion) y T2 (25 mg.L" y 20 minutos de inmersion) que obtuvieron los menores

porcentajes de sobrevivencia.

Si bien el mayor porcentaje de sobrevivencia hasta la duracion total del bioensayo
(31 dias) incluye al T4 (100 mg.L™' y 20 minutos de inmersion) que representa el
tratamiento con mayor dosis y tiempo de exposicidén a la solucion con NPsAg, es
indispensable sefalar que estas causaron necrosis grave de tejidos de las semillas
y de las plantulas resultantes siendo T2 (25 mg.L" y 20 minutos de inmersion) T3
(100 mg.L"" y 5 minutos de inmersién) y T4 (100 mg.L"" y 20 minutos de inmersién)
los tratamientos que presentan los mayores dafos hasta considerar que
eventualmente estas plantas no lograrian sobrevivir dado el profundo dafo de sus

tejidos (Figura 19).

Figura 19. Efecto de diferentes concentraciones y tiempos de exposicion de NPsAg
en semillas de Tillandsia ionantha Planch. a los 61 dias de la siembra a) TO: sin
inmersioén; b) T1: 25 mg.L!, 5 min; ¢) T2:25 mg.L"", 20 min; d) T3: 100 mg.L"", 5 min;
e)T4 :100 mg.L*, 20 min.
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El numero de dias requerido para la germinacién entre tratamientos no demostro
tener diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los tratamientos
(Cuadro 6). Las diferencias en los porcentajes de germinacion resultantes entre
bioensayo podrian atribuirse a lo sefialado por Salachna et al. (2019); Brunner et
al. (2006) y Grun et al. (2019) citados por Guzman et al. (2021), donde se menciona
que el efecto de las NPsAg las plantas pueden variar de acuerdo al tipo de especie
vegetal en el que se apliquen, el tamano de particula, la composicion, la
concentracion y tiempo de exposicion, entre otros factores; por otra parte los autores
sefalan que las NPsAg son capaces de promover el consumo acelerado de las
reservas energéticas de la semilla por lo que en el caso de semillas de T. ionantha
Planch. que se caracterizan por tener pequefias dimensiones estas agotarian de
forma acelerada sus reservorios producto a la exposicién de las mayores dosis de

NPsAg lo que afecta negativamente al proceso de germinacién.

Ya que la presencia de agentes fitopatdogenos fue minima durante el bioensayo, lo
que se puede atribuir a la interaccion de las técnicas empleadas como fue la
eliminacién de la coma, la técnica de lavado citada; sin embargo, es importante
tomar en cuenta que las NPsAg se han convertido en uno de los nuevos agentes
mas prometedores para la desinfeccion de superficies de explantes (Ahmad et al.,
2020, Deshmukh et al., 2019, Hamad et al., 2020 citados por Cuong et al., 2023)
pues como lo demuestran trabajos como el desarrollado por Tung et al., (2021), la
aplicacion de NPsAg (250 ppm) a explantes de crisantemo de cuatro semanas
durante 15 a 20 minutos demostrd ser 6ptima en el control de la contaminacién. El
control de la presencia de bacterias se debe principalmente segun lo sefalado por
Gahlawat et al. (2016) y Barros et al. (2018) citados por Anees Ahmad et al. (2020),
a la interaccion directa de las nanoparticulas con la pared celular de las bacterias
ya que después de penetrar en el liquido citoplasmatico, las nanoparticulas pueden
dafar la membrana, lo que puede causar la fuga de componentes celulares y

finalmente, la muerte celular.

Dado que el mayor porcentaje de sobrevivencia lo obtuvo el tratamiento testigo y el

dafo a los tejidos del resto de los tratamientos fue severo se requiere como lo indica
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Anees Ahmad et al. (2020), generar una investigacion adecuada sobre la
biocompatibilidad y la bioactividad de las NPsAg sobre las plantas esto implica
conocer sobre la toxicidad quimica con base a la liberacion de iones toxicos asi
como el estrés que puede generar las nanoparticulas por su superficie, el tamafio y
la forma de las particulas (Saldivar et al. 2018). Es asi como el efecto de las
nanoparticulas sobre las plantas puede ser positivo o negativo (Mdnica y Cremonini,
2009 citados por Khot et al., 2012) por lo que antes de aplicar nanomateriales, es
necesario obtener una comprension completa de sus efectos fitotdéxicos (Khot et al.,
2012).

Sobre los dias a germinacion en este estudio se consideré como semilla germinada
a aquellas semillas que mostraron una ruptura total del tegumento a nivel del
hipocotilo mismo que se observa hinchado, tiene como base el trabajo desarrollado
por Cecchifiordi et al. (2001), por lo que en este bioensayo, dicho fenbmeno
acontecié en promedio a los 11 dias para todos los tratamientos, sin embargo, en el
trabajo desarrollado por Garcia et al. (2023), consideraron que la germinacion de
una semilla se presenta cuando la imbibicion fue visible reportando que la
germinacion de sus tratamientos se dio dos dias después de la siembra por lo tanto,
se atribuye la diferencia entre los dias a germinacion al criterio con que se define la

germinacién en T. ionantha Planch.

8.4 Efecto de las NPsAg en el medio de cultivo liquido in vitro en semillas de

Tillandsia ionantha Planch.

Respecto al bioensayo cuatro, no se obtuvieron diferencias minimas significativas
(p=0.567) para la variable de germinacién, sin embargo, los tratamientos que
mostraron un mayor porcentaje de germinacién corresponden a los tratamientos T1
(5 mg. L") y T2 (10 mg. L") los cuales contenian las menores dosis de NPsAg
(Cuadro 9).
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Cuadro 9. Respuestas de los tratamientos aplicados a semillas de Tillandsia

ionantha Planch.

Germinacion Dias a Contaminacion Supervivencia
Tratamiento

(%) germinacion (%) (%)
T0 66.5 9.73 0 80
T1 84 9.72 0 73.3
T2 77 11 0 70
T3 63 9.10 0 63.33
T4 73.5 9.82 0 63.30

TO (Testigo, 0 mg.L-"NPsAg), T1 (5 mg.L-" NPsAg), T2 (10 mg.L-" NPsAg), T3 (20 mg.L-' NPsAg), T4
(40 mg.L-* NPsAg)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para la variable dias
a germinacion (p=0.283), se encontré que el promedio de numero de dias requerido
para la germinaciéon fue de 9.87 dias y que los tratamientos que requiri6 menos

tiempo fue el T3 (20 mg. L") con 9.1 dias hasta la germinacion (Cuadro 9).

Sobre la presencia de patégenos ninguno de los tratamientos mostré indicios de
contaminacion por hongos o bacterias durante el tiempo de observacién (30 dias)
del bioensayo (Cuadro 9), para la variable de supervivencia no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p=0.428) sin embargo, los dos
tratamientos con los mayores promedios corresponden a T1 (5 mg.L"), TO (0 mg.L"
")y T4 (40 mg.L") dos de los cuales corresponden a las dosis menores de NPsAg

y la tercera a la mayor dosis de todos los tratamientos (Cuadro 9).

Aungue no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para la
germinacion ni para la variable dias a germinacion, si se puedo reconocer un
incremento porcentual en la germinacion para los tratamientos que contenian las
dosis mas bajas de NPsAg, estos resultados concuerdan con Guzman et al. (2021)
quienes indican que las NPsAg no afectaron los pardmetros de germinacion como
la velocidad, tiempo medio o coeficiente de velocidad, en contraste Nejatzadeh

(2021), encontro que en semillas de Satureja hortensis L. las NPSAg mostraron
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tener efecto significativo sobre el porcentaje de germinacion aun en condiciones de
salinidad.

No se produjeron contaminaciones microbianas o fungicas durante los 30 dias de
duracion de la prueba, este resultado podria asociarse a una serie de condiciones
que inician desde el retiro minucioso de la coma, lo cual reduce significativamente
la posibilidad de introducir contaminantes en la siembra, una adecuada y eficiente
técnica de lavado de las semillas mediante sobres de papel filtro retomada de
Garcia et al. (2023), e incluso a la técnica adecuada de siembra y manejo en el area
de siembra, lo anterior se plantea dado que el tratamiento testigo tampoco sufrié
contaminaciones de ningun tipo sin embargo, trabajos como los de Andujar et al.
(2020), donde se dispersaron diferentes dosis de NPsAg sobre un medio semisdlido
creando una bicapa lograron reducir la contaminacién de brotes al 50 %
comparandolo con su testigo que presentd 80 % por otra parte otro ejemplo de alta
eficiencia en la desinfeccion de medios de cultivo es el trabajo de Chavez et al.
(2020), en el cual todos sus tratamientos lograron evitar la contaminacion por
microorganismos en un 100 % contrario a su tratamiento testigo que mostré una
contaminacion del 80 % otro ejemplo donde la implementacion de las NPsAg en
medio de cultivo no esterilizado tuvieron éxito fue en la investigacion de Tung et al.
(2021), donde hubo una ausencia total de contaminacion por cuatro semanas en el
medio que contenia NPsAg.

Las NPsAg no mostraron tener efecto en la supervivencia de las semillas
germinadas, se encontré que en promedio el 70 % de las plantas fueron capaces
de sobrevivir hasta el final de la prueba (30 dias) indicando asi un efecto neutro para
esta variable en comparacion con el trabajo de Manokari et al. (2023), donde la
adicién de NPsAg al medio de cultivo de Gaillardia pulchella Foug cv. ‘“Torch Yellow
demostré tener un efecto positivo sobre la sobrevivencia en la etapa de

aclimatacion.

63



IX. CONCLUSIONES

La aplicacion de remojo de 12 horas de las semillas de T. ionantha Planch.
con agua destilada, tuvo efecto sobre la tincion del area embrionaria y
radicular sin importar la concentracion de tetrazolio empleadas en el
bioensayo.

Sobre la evaluacion de los quitosanos comerciales, tanto de grado alimenticio
como de grado reactivo, no evidencid impacto en la germinacion,
contaminacion y supervivencia de las semillas de T. ionantha Planch. en
cultivo in vitro, sin embargo, se observaron mejoras cualitativas, como
incremento en el tamafo y la vitalidad de las plantulas tratadas con quitosano
en comparacion con aquellas cuyo medio de cultivo carecia de este
suplemento.

Respecto a la exposicidon de las semillas a NPsAg para su desinfeccion previo
a la siembra in vitro mostré tener efectos adversos en ellas al aumentar el
necrosamiento en los tejidos seminales a medida que se aumento la dosis y
tiempo de exposicidon a las NPsAg, ademas, no tuvo efecto favorable en el
porcentaje de germinacion, los dias a germinacion, la contaminacion por
patdgenos ni la supervivencia de las semillas de T. ionantha Planch.

La adicion de NPsAg al medio de cultivo liquido no afecté el porcentaje de
germinacion, los dias a germinacion, la contaminacion por patégenos ni la
sobrevivencia de las semillas de T. jonantha Planch. sin embargo, la
suplementacion del medio de cultivo liquido con NPsAg sin esterilizacion con
autoclave representa una alternativa en términos de ahorro de costos de

operacion.
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X. RECOMENDACIONES

Se recomienda aumentar el tiempo de observacion de las plantas tratadas con
quitosano para determinar si los posibles efectos del quitosano se evidencian en
fases posteriores del desarrollo de la planta, asi mismo también podria probarse la
aplicaciéon de quitosano, pero en forma de nanoparticula. Por su parte, dado que el
efecto de las NPsAg depende tanto de sus caracteristicas fisicoquimicas, la
concentracion de la solucion con NPsAg, la edad de las plantas, la especie vegetal,
la forma de aplicacion y las condiciones particulares de cada bioensayo se requiere
generar mas informacion que permitan determinar con precision si las NPsAg tienen
el potencial de ser integrados en el protocolo de propagacion in vitro de T. ionantha
Planch. asi mismo es necesario probar dosis mas bajas y tiempos menores de

exposicidn que no generen necrosis en las semillas.
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APENDICE 1

Identificacion del proceso de germinacion de semillas y crecimiento de plantulas de

la bromelia T. ionantha Planch. Vista con microscopio estereoscopico.

TECNOLOGICO —
NACIONAL DE MEXICO -

Identificacion del proceso de germinacion y crecimiento

Germinaci()nl

-

TECNOLOGICO e
NACIONAL DE MEXICO .-

Identificacién del proceso de germinacion y crecimiento
(Continuacién)

81



