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Resumen

Hoy en dia las nanoparticulas de plata (AgNF;) han sido estudiabas por sus propiedades opticas,
magnéticas, eléctricas y antimicrobianas. El presente estudio consiste en evaluar el efecto de las
(AgNPF,) en explantes de Guzmania sp., y Phaelenopsis sp., en condiciones in vitro. Se aplico
una sintesis verde usando el extracto de las hojas de té verde (Camellia sinensis sp.) para la
obtencién de (AgNPF;), utilizando los métodos de caracterizacion: espectrofotometria UV-vis,
difraccién de rayos (DRX), espectroscopia de rayos x de energia dispersiva (EDS), microscopia
electrénica de barrido (SEM) y microscopia electrénica de transmision (TEM) se comprobé la
presencia de nanoparticulas de plata (AgNP;) con un tamafio de diametro 44,35 nm = 4,032 nm
y su forma esférica. Para evaluar su efecto antimicrobiano se evalué mediante un grafico de
dispersion, respecto al desarrollo fenotipico se aplicaron dosis de 25mg/L™1,50 mg/L™ 1,75 mg/
L™l y 100mg/L 'de (AgNP,), con un disefio trifactorial para determinar el largo de las hojas de
las especies Guzmania sp., y Phaelenopsis sp., y la prueba Krus Kall para evaluar el nimero de
hojas y raices. Las (AgNP; ), no presentaron contaminacion en las dosis establecidas solo el
control. Las dosis de 75mg/L™1,25mg/L™' y 50mg /L1 tuvieron mejores resultados respecto al
largo de la hoja, los brotes y raices, se concluyo que las (AgNP; ) evitan la contaminacion de los
explantes por microorganismos y influye en el desarrollo fenotipo.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata, Guzmania sp., Phaelenopsis sp., té verde, nitrato

de plata
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Abstract

Today silver nanopatrticles (AgNPs), have been studied for their optical, magnetic, electrical and
antimicrobial properties. The present study consists of evaluating the effect of (AgNPs), on
explants of Guzmania sp., and Phaelenopsis sp., under in vitro conditions. A green synthesis was
applied using the extract of green tea leaves (Camellia sinensis sp.) to obtain (AgNPs), using the
characterization methods: UV-vis spectrophotometry, ray diffraction (DRX), x-ray spectroscopy.
Energy dispersive microscopy (EDS), scanning electron microscopy (SEM) and transmission
electron microscopy (TEM) confirmed the presence of silver nanoparticles (AgNPs) with a
diameter of 44.35 nm + 4.032 nm and its spherical shape. To evaluate its antimicrobial effect, it
was evaluated using a scatter graph, regarding phenotypic development, doses of
25mg/L™1,50mg/L~175mg/L"tand 75mg /L~ the (AgNPs), with a trifactorial design to determine
the length of the leaves of the species Guzmania sp., and Phaelenopsis sp., and the Krus Kall
test to evaluate the number of leaves and roots. The (AgNPs), did not present contamination in
the established doses, only the control. The doses of 75mg/L™%,25mg/L™! and 50mg/L*had
better results regarding the length of the leaf, the shoots and roots, it was concluded that the
(AgNPs), prevent contamination of explants by microorganisms and influence phenotype
development.

Keywords: Silver nanoparticles, Guzmania sp., Phaelenopsis sp., green tea, silver nitrate
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Capitulo |
Introduccion
Antecedentes

En el siglo IV d.C las nanoparticulas han sido utilizadas por los romanos, desencadenado
el interés de la nanotecnologia en el mundo antiguo “ La copa Lycurgus” (Bayda et al., 2019).
En 1990 los cientificos utilizaron microscopia electrénica de transmision (TEM) para explicar el
fenébmeno de dicroismo en la cual se identifico la presencia NP, de 50 a 100 nm de didmetro
mientras que el analisis de rayos X determiné la presencia de aleaciones de AgNP, y AuNP, que
provoca el cambio de color de verde a rojo purpura al estar en contacto con la luminosidad
(Chavez Jacome, 2021).

El fisico Richard Feynman es considerado el padre de la nanotecnologia moderna por su
discurso “Hay mucho espacio en el fondo” en 1959 (Bayda et al., 2019). En el 2002 se reporta
el primer estudio de nanoparticulas de oro a partir de la alfalfa (Medicago sativa) con un tamafio
aproximadamente de 2 a 20 nm, otros aportes evidencian que se pueden obtener nanoparticulas
de plata (AgNPs) de la misma planta al estar expuesta con un precursor metalico (Esquivel,
2021).

El té se descubrié por primera vez en el afio 3000 a.C en China tiempo después se
extendid a Asia (Wong & Sirisena, 2022). El té chino se conocen seis tipos: blanco, verde, rojo,
oolong, oscuro y amarillo, los cuales se diferencian por su color de hojas, sabor y el aroma de
infusién que es producido por los compuestos aromaticoss que representan alrededor del 0,01%
de masa seca (Hu & Lin, 2022). Por medio de embarcaciones se introdujeron las semillas de té
en América del Norte a finales del siglo XVIII (D'Auria & Cohen, 2022).

En el siglo XX, el investigador Gottlieb Haberlandt realiz6 experimentos de células
mesofilas a partir de postulados de potencialidad toti de las células vegetales (Hasnain & Hasan

Nagvi, 2022). Las técnicas de cultivo in vitro permiten producir plantas libres de enfermedades,
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rdpida multiplicacién, transformacion gendmica, produccidon de metabolitos secundarios y

conservacion de la biodiversidad genética (Espinosa Leal & Puente Garza, 2018).

Las orquideas pertenecen a la familia de las Orchidaceas, siendo consideradas como las
plantas mas evolucionadas dentro de las angiospermas, se estiman que poseen 800 géneros y
25 000 especies, las cuales se diferencian por su habito en: epifitas y terrestres que se han
distribuido por todo el mundo (Hsiao et al., 2011). Ecuador es denominado el pais de las
orquideas debido a su alta biodiversidad, su distribucion comprende las cuatro regiones y 51
areas protegidas. Se estima que alrededor de 4.300 especies de orquideas se encuentran en
Ecuador, lo que equivale al 18% en todo el mundo (Sanchez Macias & Rodriguez Gutiérrez,
2018). El interés en su estudio se ha intensificado por su historia de vida, sindromes de

polinizacion, variedades exoticas y su morfologia floral y vegetativa (Segun Fay & Chase, 2009).

La familia de las bromeliaceae incluye 3403 especies de plantas vasculares las cuales
estan conformadas por 56 géneros y 2600 especies (Balke & Goémez Zurita, 2008). En el territorio
ecuatoriano se han registrado 490 especies repartidas en 17 géneros de las cuales 152 son
endémicas segun el libro rojo de las plantas endémicas del Ecuador (Manzanares, 2023).
Comunmente son plantas epifitas sin embargo, para sobrevivir acumulan agua y nutrientes en
su roseta lo que ha permitido la formacion de microecosisemas acuaticos. La lista roja de
especies amenazadas de la UICN en 2017 manifiesta que existen 146 especies de bromelias de
las cuales 13 especies estan en peligro de extincion, debido especialmente a la pérdida de
habitats forestales (Ladino & Ospina Bautista, 2019). El tiempo de fertilidad de las bromelias esta
entre los 9 a 18 afos de vida dependiendo de la especie por lo tanto se consideran plantas

longevas de crecimiento lento (Balke & Gomez Zurita, 2008).
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Planteamiento del problema

Comunmente los métodos mas aplicados para la sintesis de nanoparticulas son los
guimicos que involucran el uso de reactivos toxicos, volatiles y peligrosos, lo que implica un
riesgo para el ser humano. Segun Quintana San José & Zugasti Macazaga, (2015) considera
que las principales vias de exposicion son inhalatoria, dérmica y oral. Ademas a largo plazo estos
reactivos pueden desencadenar consecuencias negativas en la salud alterando el sistema
inmune, problemas respiratorios, toxicidad y cancer entre otros. A nivel econémico los métodos
fisicos requieren de una alta inversion para la produccién de nanoparticulas debido a que se
requiere el uso de equipos y tecnologia especializada que se considera un recurso limitante
(Zanella, 2021).Por esta razon el uso de procesos méas amigables con el ambiente como el uso
de una matriz organica resulta mucho mas atractiva.

Para la produccién de plantas a gran escala en condiciones in vitro se requiere
estandarizar protocolos de desinfeccién, los compuestos quimicos que cominmente se usan
son: el hipoclorito de sodio (NaCl0) y cloruro de mercurio (HgCl,), que resultan poco eficientes y
téxicos. Por otro lado, Bruna & Jara, (2021) manifiesta que el uso de antibiéticos como la
gentamicina, tetraciclina, estreptomicina y vancomicina ayuda a combatir la contaminacién de los
explantes, sin embargo las bacterias gram negativas y positivas pueden generar resistencia y
finalmente es necesario un buen manejo de esterilizacién y siembra de explantes para evitar
contaminacién cruzada que pueda afectar las etapas de crecimientos, desarrollo y produccion de
plantas en condiciones controladas (Permadi & Nurzaman, 2023).

Para evitar la contaminacion microbiana es fundamental una excelente propagacién de
explantes in vitro considerando varios factores como: el medio de cultivo, reguladores de
crecimientos, la edad y el tipo de planta (Mohammad & Yadollahi, 2014). Se han registrado
grandes pérdidas de contaminacion por organismos enddfitos y epifitos que causan pérdidas
severas en los explantes en la etapa de crecimiento afectando las tasas de multiplicacion y

enraizamiento (Harleen & Salwan, 2012). La contaminacion de explantes produce disminucion
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en la capacidad regenerativa, reduccion del crecimiento de callos, brotes y la mortalidad de
explantes que generan pérdidas econémicas (Permadi & Nurzaman2, 2023).

La aclimatacién ex vitro es la fase final de las plantas que deben adaptarse para
sobrevivir, existen varios parametros que se deben considerar como: estrés hidrico, cambios de
temperatura, intensidad de luz que puede generar marchitez, déficit de nutrientes, tipos sustratos,
enfermedades, plagas y el manejo del trasplantes (Kshitij, 2012). Segun Teixeira da Silva &
Hossain, (2017) describen que un mal manejo de aclimatacién puede modificar la morfologia,
fisiologia y teniendo como resultado una alta mortalidad de plantulas en la etapa final. Por lo cual
se requiere el uso de protocolos de aclimatacion sin embargo el método variaria dependiendo
del tipo de especie vegetal a aclimatar (Kshitij, 2012).

Justificacion

La nanotecnologia ha evolucionado ampliamente en el campo de la investigacién con
respecto a las propiedades y aplicaciones de los nanomateriales en diferentes areas como:
biomedicina, agricultura, quimica, textil e industria alimentaria (Esquivel, 2021). La sintesis
biol6gica de nanoparticulas se describe como un método eficiente, rapido, sencillo y econémico,
el cual ha permitido desarrollar procedimientos libres de compuestos téxicos y peligrosos que
son perjudiciales en el ambiente y la salud (Alarcén & Zufiiga, 2022).

Para lograr la biosintesis de nanoparticulas que se caracterizan por poseer una alta
solubilidad, rendimiento y estabilidad es necesario utilizar extractos de plantas que cumplan las
siguientes caracteristicas como: ser un buen agente estabilizante, reductor y antioxidante (Bruna
& Maldonado Bravo, 2021). Segun Pilaquinga et al., (2019) en los ultimos 30 afios se ha
estudiado mas a profundidad las composicion, propiedades, beneficios y aplicaciones que
poseen las plantas. Existen varios estudios que, Yin & Zhang, (2020) han evidenciado varios
trabajos enfocados en la sintesis de nanoparticulas de plata provenientes de la biomasa muerta,
en especial de plantas como: té verde (Camellia sinensis), nopal (Opuntia sp.), manzana (Malus

domestica), mora de castilla (Rubus glaucus), cilantro (Coriandrum sativum), ajo (Allium sativum)
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y guanabana (Annona muricata) los cuales varian segin su morfologia y tamafio (Esquivel,
2021).

Garcia Soqui, (2016) describié que los grupos -OH y -COOH que conforman las
estructuras de los polifenoles intervienen en la reduccion de los iones metélicos lo cual esta
relacionado con el tamafio de la particula y la estabilidad de las nanoestructuras. Las
nanoparticulas de plata (AgNP;) contienen propiedades antimicrobianas y 6pticas por lo tanto su
efecto va a depender del volumen y el area de superficie. Se ha comprobado que las AgNP;
poseen una actividad antifingica, antiinflamatoria, antiviral, antiangiogénica y antiplaquetaria
(Loo & Chieng, 2012). Las bacterias gram positivas poseen una capa gruesa de peptidoglicano
gue reduce la penetracion de las nanoparticulas metalicas mientras que las bacterias gram
negativas contiene una capa delgada de peptidoglicano lo que las hace mas susceptibles, sin
embargo es necesario considerar un tamafio menor a 10 nm lo cual puede alterar facilmente la
permeabilidad de la membrana provocando dafio celular y la muerte (Yin & Zhang, 2020).

En el proceso de aclimatacion se deben considerar muchas pautas con respecto a los
explantes con el interés de que puedan desarrollarse en el ambiente sin condiciones controladas
(Brighigna & Papini, 2002). La humedad es esencial para mantener el balance hidrico de la
planta, el fotoperiodo que permita realizar sus procesos fotosintéticos, la fertilizacion para mejorar
el desarrollo y la etapa de floracién, el control de enfermedades para prevenir la presencia de
hongos, bacterias, plagas e insectos y el tipo de extracto que va depender de la especie vegetal
a trabajar para que pueda absorber los nutrientes esenciales por medio del sistema radicular

(Teixeira da Silva & Hossain, 2017).
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Objetivos de la investigacion
Objetivos generales
e Evaluar el efecto de nanoparticulas de plata (AgNP;) en condiciones in vitro y aclimatacién

en Phaelenopsis sp. y Guzmania sp.

Objetivos especificos
e Producir nanopatrticulas de plata (AgNPF;) utilizando hojas de té verde (Camellia sinensis
sp.).
e Comprobar el efecto de las nanoparticulas (AgNP;) con respecto a su actividad
antimicrobiana en Phaelenopsis sp. y Guzmania sp.

e Evaluar el desarrollo fenotipico de los explantes de Phaelenopsis sp. y Guzmania sp.

Planteamiento de hipotesis

Hipotesis efecto antimicrobiano de Phaelenopsis sp. y Guzmania sp

Ho: Las (AgNP;) no generan un efecto antimicrobiano en los explantes de Phaelenopsis
sp. y Guzmania sp., en condiciones in vitro.

Hal: Las (AgNP;) generaran un efecto antimicrobiano en los explantes de Phaelenopsis
sp. y Guzmania sp., en condiciones in vitro.

Hipotesis aclimatacién de explantes de Phaelenopsis sp. y Guzmania sp.

Ho: Las (AgNP;) no influyen en el desarrollo fenotipico de las especies Phaelenopsis sp.
y Guzmania sp., en la etapa de aclimatacion.

Ha: Las (AgNP,) influyen en el desarrollo fenotipico de las especies Phaelenopsis sp. y

Guzmania sp. en la etapa de aclimatacion.
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Capitulo 1l
Marco teorico

Nanociencia y nanotecnologia

La nanociencia permite el estudio de la manipulacién y propiedades de los nanomateriales
en escala nanométrica (10~°), el prefijo “nano” proviene de griego “enano". La nanotecnologia
se basa en el disefio, caracterizacion, fabricacion y aplicaciones materiales, dispositivos y
sistemas con el objetivo de brindar diversos usos para mejorar la calidad de vida (Chavez
Jacome, 2021). Segun Gutiérrez Coronado, (2018) menciona que en el Ecuador es necesario
reforzar las bases educativas profundizando las nuevas ciencias haciendo énfasis en la
nanotecnologia e impulsando el campo de la investigacién con el propésito de fomentar el
pensamiento critico, creativo y contribuir a la formacién de investigadores que aporten grandes
avances al pais. Por otra parte, las regulaciones de los nanomateriales en el &mbito tecnoldgico
tienen varios enfoques con respecto a la seguridad, salud y ambiente (P4ez Aguinaga, 2021).
Nanomateriales

Segun Alarcén & Zufiga, (2022) considera que los nanomateriales son la base de la
nanociencia los cuales han brindado grandes aportes en la ciencia y tecnologia. La clasificacion
de los nanomateriales es dada por sus caracteristicas propias a continuacion se describen dichas
consideraciones (Villamor Sancho, 2021).

La dimensionalidad se relaciona con la forma y el tamafio del nanomaterial los cuales
pueden estar dentro de una o mas dimensiones, la morfologia se basa en las caracteristicas
externas, sus consideraciones estan relacionadas con la proporcién de la altura y el ancho del
material con respecto a su composicion puede estar dada por un Unico material o varios; es decir
nanomateriales aglomerados o dispersos provocando cambios en su comportamiento variando

sus propiedades y caracteristicas (Escobar Falconi, 2015).
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Nanomateriales de dimensién cero (OD)

Una estructura cero dimensional, se denomina simple debido a que es esencial para el
disefio de nanomateriales la cual posee las tres dimensiones que son inferiores a 100 nm, por
ejemplo: nanoparticulas, nanocristales, fullerenos y puntos cuanticos (Falconi & Estefania, 2015).
El término de nanoparticula define a todas las nanoestructuras (0D) sin importar el tamafio y la
morfologia, comuUnmente las estructuras amorfas estan definidas irregularmente. Los
nanoclusters y las nanoparticulas tienen una estructura amorfa y semicristalinas con un tamafio
de 10 nmy 1um. Con respecto a su fabricacion las nanoparticulas presentan diferentes tamafios
variando un 15%, el nanomaterial varia su forma sin afectar su disefio (Alarcon & Zufiga, 2022).

Nanomateriales unidimensionales (1D)

Esta representado por dos dimensiones que definen su ancho y altura, a continuacion, se
mencionan los siguientes nanomateriales; los nanohilos son estructuras cristalinas alargadas las
cuales se destacan por sus propiedades conductoras y semiconductoras siendo aplicadas en
diversas areas de la nanoelectrénica, optoelectrénica y sensores. Los nanotubos de carbono
estan conformados por una lamina hexagonal de grafito que se enrolla formando un cilindro
ademas se puede obtener nanotubos de carbono de pared simple (SWCNT) y multiple (MWCNT),
(Berlanga Mora, 2013)

Nanomateriales bidimensionales (2D)

Son aquellos nanomateriales que estan formados por capas muy finas denominadas
nanocapas o peliculas delgadas cuyo tamafio es indefinido y su espesor esta entre 1 a 100 nm.
Por ejemplo, el grafeno ha permitido grandes avances tecnoldgicos por sus mdltiples y
excepcionales propiedades en el disefio de dispositivos electrénicos y la fabricacion de farmacos

para el cancer (Chavez Jacome, 2021).
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Se trata de aquellos nanomateriales que no estan dentro de ninguna dimension (x, vy, z).

A continuacion, se describe la clasificacion de los nanomateriales por sus dimensiones de 1 a

100 nm (véase en la tabla 1).

Tabla 1.

Clasificacién de los nanomateriales por sus dimensiones.

Dimensidén del Definicién
nanomaterial
Tiene todas sus
dimensiones menores a
100 nm.

Dimensidn (0-D)

Contiene dos dimensiones
dentro de la nanoescala

Dimensian (1-D) menores a 100 nm.

Posee tres dimensiones
dentro de la nanoescala.
Dimensidn (2-D)

Ninguna dimensidn dentro
de la nanoescala
Dimensidn (3-D)

Nanomaterial

Fullerenos.
Puntos cuanticos.
Nanoparticulas.
Nanoarcillas.

Nanotubos.
Manofibras.
Manohilos.

Grafeno.
Manofilms.
Peliculas delgadas.

~ Policristales.
Oxido de tungsteno.

Ejemplo

2022).

(aria Soqu,
20186)

(Alarcon & Zifiiga,

(Escobar Falconi,
2015)

Nota: Dimensiones de los nanomateriales y sus aplicaciones (Chavez Jacome, 2021).

Nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas metélicas han revolucionado la nanotecnologia por sus diversas

aplicaciones en farmacos, anticuerpos y lignanos. En forma general poseen propiedades
conductoras que al estar en contacto con metales u 6xidos metalicos semiconductores pueden
participar en reacciones fisicas y quimicas. Por otra parte, contienen un determinado namero de

electrones confinados enfatizando la resonancia plasménica que es una de las propiedades
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Opticas. La plata (Ag) y el oro (Au) son metales nobles que han brindando aportes en el desarrollo
tecnoldgico, catalisis, fotografia, agentes anticancerigenos y antimicrobianos. Por otra parte, su
relaciéon superficial/volumen permite adherirse a otros nanomateriales de una manera mas rapida
y factible a menores temperaturas (Guerrero Dimas & Castafieda Facio, 2022)

Sintesis de Nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas metalicas se pueden obtener a partir de dos métodos: Top Down (de
arriba hacia abajo) el cual parte de un material macroscopico que es reducido hasta llegar a
dimensiones nanomeétricas logrando obtener mdltiples variedades de nanoparticulas. A estas se
denominan técnicas de fuerte deformacién como: abrasion de laser, molienda mecéanica, grabado
guimico y litografia; unas de sus desventajas es que su tamafio y morfologia es poco controlado,
el costo de produccion y su consumo de energia es elevado (Gémez Villarraga, 2016).

El método bottom-up (de abajo hacia arriba) denominado autoensamblaje esta dado
frente a un campo externo considerando: el pH, campo eléctrico y solucién quimica; las
nanoestructuras sufren una agregacion o modificacién de un atomo, una molécula o particulas
pequefias (Alarcon & Zufiga, 2022). EI método quimico esta conformado por un precursor
metalico, agente reductor y agente estabilizante lo cuales son simples y econémicos permitiendo
la obtencion de nanoparticulas libres de impurezas, mejorando su eficiencia en el tamafio y
morfologia, los métodos mas utilizados son los siguientes: sol-gel, precipitacién quimica,
electroquimica, deposicién quimica de vapor y pirolisis laser (Bayda et al., 2019)

El método verde ha desencadenado un gran interés en la investigacién permitiendo un
gran avance cientifico-tecnolégico en la sintesis de nanomateriales, se denominan métodos
biol6gicos debido al uso de extractos vegetales provenientes de las plantas obtenidos a partir de
las hojas, tallos, flores, semillas, frutos y raices (Alarcon & Zuafiga, 2022). Por otro lado se ha
reportado el uso eficiente de microorganismos como: bacterias, hongos y algas para la obtencion
de nanopatrticulas (Chavez Jdcome, 2021). Este método posee multiples ventajas: son faciles de

obtener, sus procesos son eficientes, amigables con el ambiente, el empleo de materias primas
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renovables, accesibles, ecologicos, bajo costo y su produccion a gran escala. Una de las
desventajas es que las nanoparticulas se pueden inhalar causando problemas graves por su
tamafio nanométrico, ademas de ser un método biolégico que no es empleado industrialmente
(Farias Mancilla, 2016).

Agente estabilizante

La aglomeracion de nanoparticulas (NP,) se produce por la reduccién de la energia
superficial provocando una desestabilizacion y desorganizacién de la nanoparticula que genera
pérdida de sus propiedades por lo tanto se ha optado por el uso de agentes estabilizantes
“surfactantes” denominados agentes quimicos entre sus principales funciones se destacan:
emulsificar, humedecer, solubilizar y dispersar (Farias Mancilla, 2016). Estudios han demostrado
gue los compuestos poliméricos como: poliacrilatos, polivinilalcohol, polivinilpirrolidona,
poliacrilonitrilo, poliacrilamida y polietilenglicol son los més eficientes para estabilizar las
nanoparticulas (Alarcon & Zufiga, 2022)

Plantas

Las plantas contienen un sinnimero de compuestos bioactivos los cuales son: alcaloides,
terpenoides, fenoles, taninos, cetonas, flavonoides, vitaminas y proteinas entre otros; los cuales
actlan como agentes reductores. Segun Alarcon & Zufiiga, (2022) menciona que los metabolitos
secundarios actian en calidad de agentes estabilizantes evitando las aglomeraciones de las
nanoparticulas siendo mas estables y homogéneas. Para la sintesis bioldgica de nanoparticulas
se deben considerar los siguientes parametros: la temperatura, el pH, concentracion del extracto
y el precursor metalico que afectan la estabilidad, tamafio y morfologia (Musial & Jankowska,
2020).
Camellia sinensis (té verde)

El té verde se caracteriza por su olor, fragancia y sabor, se cultivan en zonas tropicales y
subtropicales, su origen se inclina en el continente asiatico especificamente en China, Japon y

Taiwan. Es un arbusto que mide hasta 10 m de altura facilitando la cosecha de sus hojas las
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cuales poseen un color verde brillante y su forma ovalada pecionalada, la cantidad de
compuestos bioactivos es mayor en una planta adulta que en una joven (Alarcén & Zudiga, 2022).
La composicién quimica de las hojas de té verde contiene proteinas, aminoacidos, fibra, lipidos,
pigmentos, minerales, compuestos fendlicos, catequinas, acidos oxiaromaticos, flavonoles,
teaflavinas, teagallinas, terarubinas, alcaloides, azucar, aminoacidos, vitaminas, A&cidos
dibasicos, taninos, cationes, metales, lignanos, saponinas triterpenoides (Rajput & Paul, 2020).

Dentro de los compuestos polifendlicos estan las catequinas (3-flavanoles) que incluyen:
epigalocatequina-3-galato (EGCG), epicatequina-3-galato (ECG), epigalocatequina (EGC) y
epicatequina (EC). Los grupos hidroxilos (-OH) de los flavonoides les confieren sus propiedades
antioxidantes (Musial & Jankowska, 2020). Segun Ivanova & Andonova, (2021) menciona que la
epigalocatequina-3-galato se encarga de producir el sabor amargo y picante caracteristico del té
verde. Las catequinas se caracterizan por sus propiedades antimicrobianas, antioxidantes y
antiradiacién ademas actla en calidad de agente reductor siendo el responsable de la formacion
y estabilizacion de AgNPs, el grupo -OH dona los electrones a los iones de Ag+ reduciéndose a
Ag® mientras que el -OH se oxidara a C=0, (Hasri & Dini, 2019). A continuacién, se describe la
taxonomia de Camellia sinensis, (véase en la figura 1).

Reino: Plantae.

Division: Magnoliophyta.
Clase:Magnoliopsida.
Orden: Ericales.
Familia: Theaceae.
Tribu: Theeae.
Género: Camellia.

Especie: Camellia sinensis.
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Figura 1.

Camelia sinesis.

Nota: té verde (Camelia sinensis) contiene propiedades antioxidantes.
Nanoparticulas de plata (AgNPy) caracteristicas y propiedades
Las nanoparticulas de plata poseen propiedades antiinflamatorias y de cicatrizacién de
heridas con un tamafio de 1 a 100 nm se destacan por sus propiedades épticas, eléctricas,
magneéticas, fisicas, quimicas y biologicas. Entre las propiedades Opticas de las AgNP; , se
destaca la resonancia de plasmones superficiales (SPR), en la que los electrones que oscilan en
la superficie al estar en contacto con la irradiacion con luz visible e infrarroja. Debido a que este
fendbmeno es electromagnético se detecta mediante espectroscopia de UV-Vis visible
considerando la manifestacion de picos intensos en el color absorbido violeta-azul, (435-480 nm)
del espectro visible que indica la presencia de nanoplata (lvanova & Andonova, 2021).
Dentro de las propiedades antibacterianas las (AgNPs), actlan sobre las bacterias
grampositivas y garmnegativas incluyendo las cepas que son resistentes a los antibidticos. Su
eficiencia va a depender del tamafio y la concentracion mientras mas pequefia sea la

nanoparticula mayor sera su efectividad por ende el diametro debe ser menor a 10 nm los cuales
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son ideales para penetrar la pared celular de las bacterias. Segun Hernandez, (2016) menciona
gue las nanoparticulas que tienen un didmetro de 12 nm inhiben el efecto antibacteriano de las
cepas E.coli acumulandose en la membrana celular de la bacteria ocasionando dafos en las
células interrumpiendo su crecimiento y sus funciones metabdlicas (Singh & Dubey, 2017)

Varios estudios han demostrado que las nanoparticulas de plata pueden controlar la
presencia de hongos comunes que incluyen Aspergillus, Candida y Saccharomyces aplicando el
mismo mecanismo de ataque de las bacterias. Con respecto a las propiedades antivirales es
necesario que tengan didmetro de 5 a 20 nm las cuales puede inhibir la presencia de virus en su
etapa inicial las AgNP;. En los virus se unen a la glicoproteina bloqueando la infeccion asociada
a las células evitando su replicacion (Singh & Dubey, 2017)

Aplicaciones de las nanoparticulas de plata (AgNPy)

Las nanoparticulas de plata se han aplicado en diferentes areas como: biotecnologia,
bioingenieria, medicina, ingenieria textil, tratamiento de agua y su aplicabilidad depende de la
forma, tamafio y estabilidad (Falconi & Estefania, 2015). Antes del descubrimiento de los
antibioticos se usaba la plata para cicatrizar heridas abiertas y quemaduras actuando como
agente antiséptico. A nivel industrial las nanoparticulas se han utilizado en la elaboracién de
diversos productos por su efecto antimicrobiano siendo su principal caracteristica. Se han
utilizado en: instrumentos quirdrgicos, dispositivos anticonceptivos, apdsitos para heridas y
prétesis 6seas para prevenir el crecimiento de bacterias (Avalos et al., 2015). Se han reportado
varios estudios in vitro sobre el efecto de las AgNP;, las cuales son capaces de inhibir el VIH-1,
hepatitis B, virus de la viruela del mono y el virus A/H1N1. En la biomédica se han implementado
para el diagnostico, como agente terapéutico, por su eficacia antiparasitaria y la administracion
de farmacos para el control de enfermedades mortales (Bueno, 2017)

En la industria alimentaria las AgNP;, son aplicadas en el envasado de alimentos para
prevenir la contaminacion, también se usan en los recubrimientos biodegradables de verduras y

frutas; los bioformulados han permitido la obtencion de nanopestisidas, antibacterianos y
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antifungicos para el control de enfermedades en cultivos a gran escala. En la industria textil se
introducen AgNP; en las fibras sintéticas para evitar efectos antimicrobianos y malos olores en
las prendas de vestir, sus grandes aportes en la vida cotidiana dependen de la forma, tamafio y
su estabilidad en la nanoparticula permitiendo la fabricacion de electrodomésticos, aerosoles,
detergentes, sistemas de purificacion de aguas y cosméticos entre otros (Avalos et al., 2015).
Métodos de caracterizacion de nanomateriales.

Existen un sinnimero de técnicas que son utilizadas para la caracterizacién de los
nanomateriales con el fin de conocer las propiedades morfologicas, estructurales, Gpticas y
guimicas una vez sintetizado.

Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Es un equipo que permite visualizar imagenes con una alta resolucién de un elemento
especifico, las imagenes son combinadas con el microanalisis quimico elemental y la difraccion
de electrones. Se ha demostrado una gran eficiencia en el estudio de nanoestructura para
analizar la morfologia, tamafio, estructura cristalina, composicion quimica e informacion
fisicoguimica de la estructura superficial para comprobar si el nanomaterial cumple con las
caracteristicas esperadas (Berlanga Mora, 2013).

Para el andlisis de la composicién quimica se han utilizado diversas técnicas como:
Espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS) y espectroscopia de pérdida de energia
de electrones (EELS), lo cual ha permitido obtener una mejor informacién quimica y electrénica
de las muestras, (véase en la figura 2). EIl TEM permite analizar material biolégico, metales,
nanomateriales, ultraestructura de bacterias y células las cuales deben ser delgadas para poder
atravesar el haz de electrones para no afectar la estructura original, con respecto a la preparacion
de la muestra estd es muy compleja haciéndose necesario un tratamiento o tinciones antes de

caracterizarlas, las imagenes obtenidas son monocrométicas y planas (Farias Mancilla, 2016).
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Figura 2

Microscopia electrénica de transmision (TEM).

Nota: Determinacion del tamafio de los nanomateriales y muestras biolégicas.
Microscopia electrénica de barrido ( SEM)

Se describe como una técnica microscopica electronica capaz de producir imagenes de
alta resolucién de la superficie de una muestra a partir de interacciéon electron-materia el cual
esta principalmente compuesto por un haz electrones su funcionamiento esté descrito mediante
el efecto tanel (Garcia Soqui, 2016). Segun Berlanga Mora, (2013) menciona que existen el crio-
SEM para la determinacion de muestras congeladas, dichos materiales son sensibles a la
temperatura un ejemplo muy comun es el hielo. Existen dos procedimientos en el SEM dado por
electrones secundarios de baja energia los cuales se producen al colisionar el haz incidente con
los atomos de la muestra “los mas cercanos a la superficie” y electrones retrodispersados que
permiten reflejar la muestra, (véase en la figura 3). EI SEM permite obtener imagenes en 3D
dando una apariencia tridimensional para establecer el tamafio y forma de una muestra
obteniendo imagenes denominadas micrografias, ademas cuenta con una resolucion espacial de
1 a 3 mm, el andlisis EDX ha permitido determinar la composicion quimica de las fases presentes

en una muestra in situ (Alarcon & Zafiga, 2022).
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Figura 3

Microscopia electrénica de barrido (SEM).

Nota: SEM permite determinar la composicion quimica elemental y mapeo elemental.
Espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis)

Se describe como una técnica de caracterizacion no destructiva que permite evaluar la
absorbancia, transmitancia y reflectancia correspondientes a las propiedades O&pticas
permitiendo medir energias de banda prohibida (Eg) de muestras semiconductoras determinada
por el método Tauc para determinar la longitud de onda dada en (~190 a 800 nm) sobre una
muestra; al estar en contacto con el detector de luz convierte las sefiales luminosas en sefales
eléctricas dicho proceso permite que el registrador obtenga los espectros de absorcién para
determinar la transmitancia (Alarcon & Zufiga, 2022). La geometria de las bandas de
absorbancia como: la simetria, el ancho, intensidad y multiplicidad entre otros; (Véase en la figura
4), permite obtener la morfologia de las AgNP; , su agregacion y los picos prominentes del

espectro UV-Vis permite determinar el tamafio de la particula (lvanova & Andonova, 2021).
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Figura 4

Espectrofotometro UV-Vis.

Nota: Permite determinar la longitud de onda de una muestra.
Difraccion de rayos X (DRX)

Es una técnica no destructiva permite identificar planos cristalinos y el indice miller de las
muestras a analizar, es muy utilizada para analizar las propiedades estructurales de nuevos
nanomateriales fabricados por métodos fisicos, quimicos y biol6gicos. El haz de rayos X se
encargan de atravesar una rendija que esta en contacto con la superficie del material cristalino,
los cuales son captados por un detector que traduce la informacion de la muestra hacia el
difractograma cuya funcion es identificar la cristalinidad del material. Cada pico 0 maximo de
difraccion son los planos atomicos de la fase cristalina siendo Unica para cada material ademas
se puede obtener un analisis estructural completo y calcular el tamafio de los cristales por medio

de la ecuacién de Scherrer (Alarcon & Zufiga, 2022), (véase en la figura 5).
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Figura5

Equipo de difraccion de rayos X.

Nota: Se describen las partes principales de un difractémetro esta conformado por: El
tubo de rayos x, un goniémetro y un detector.

En el tubo de rayos X, el catodo al ponerse incandescente un filamento de wolframio (W)
emiten electrones que son acelerados por una diferencia de potencial entre 40 a 50 Kv para
colisionar con el anodo de Cu, lugar donde se producen los rayos X siendo colimados por la
rendija y un monocromador antes de incidir sobre la muestra que estd situada en el
portamuestras adherida al goniometro. Los rayos X difractados por la muestra se dirigen hacia el
detector el cual libera energia en forma de fotones y se convierten en pulsos eléctricos (Reyes
Rodriguez, 2017).

Phalaenopsis sp

El género Phalaenopsis fue acufiado por el botanico holandés, Dr. Karl Lud-wing Blume
en 1825, su flor se asemeja a una mariposa nocturna (month orchid), en griego phalaina significa
“mariposa”, opsis “parecido”. Este género se encuentra distribuido desde la India, Indonesia,

Filipinas y Australia en una altitud de 200 a 400 msnm. Las orquideas se han clasificado por su
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morfologia y sus caracteristicas propias entre las cuales se destaca el polen. A continuacion se
describe su taxonomia de Phalaenopsis sp., (American Orchid Society, 2022), (véase en la figura
6).
Reino: Plantae.
Divisién: Magnoliophyta.
Clase: Liliopsida.
Orden: Asparagales.
Familia: Orchidaceae.
Subfamilia: Epidendroideae

Tribu: Vandeae

Género: Phalaenopsis.

Figura 6

Phalaenopsis sp.

Las Phalaenopsis sp., comunmente se encuentran en los arboles se denominan plantas
monopodiales de tallo corto que poseen de 3 a 6 hojas anchas y carnosas, sus flores estan
conformadas por labio, columna, sepalos y petalos que varian segun la variedad y por ende en
el color: moradas, amarillas, blancas, rosadas, rojas y violetas entre otros. Ademas poseen
prolongadas floraciones que duran de 4 a 6 meses aproximadamente antes de marchitarse

(Enoki et al., 2022). El crecimiento, desarrollo y floracion de la Phalaenopsis sp., va a depender
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de varios factores: el riego debe ser dos veces a la semana de preferencia en la mafana para
eliminar el exceso de agua, hojas y &pice evaporandose durante el dia con la finalidad de prevenir
la proliferacion de hongos y la pudricidn de raices. Con respecto al sustrato que esta compuesto
de fibra de coco, cascara de pino, piedra pomez y musgo “sphagnum”. (Kshitij, 2012). El
trasplante se realiza una vez que haya finalizado su etapa de floracion y comiencen a salir nuevas
raices y brotes. Finalmente es necesario un control riguroso en la etapa de la floracién para evitar
que los botones florales sequen considerando: demasiada temperatura, muy poca luz, sequia,
demasiada humedad y exceso de fertilizante por lo tanto es necesario controlar las condiciones
ambientales (Portilla, 2011).
Guzmania sp

El género Guzmania ha sido estudiado mas a fondo en el siglo XVIII pertenece a la
subfamilia Tillandsioideae que comprende aproximadamente 1000 especies, son plantas nativas
de regiones tropicales y subtropicales extendiéndose por todo el territorio americano, su hombre
es otorgado por el botanico espafiol Anastasio Guzman quien dedic6 parte de su vida al estudio
de dicha especie (Gaviria & Mejia, 2016). A continuacion se describe la taxonomia de Guzmania
sp., (véase en la figura 7).

Reino: Plantae.

Division: Magnoliophyta.
Clase: Liliopsida.
Orden: Poales
Familia: Bromeliaceae
Subfamilia: Tillandsioideae

Género: Guzmania.
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Figura 7

Guzmania sp.

N

El género Guzmania se caracterizan comunmente por ser plantas epifitas que se

impregnan en las ramas y troncos de los arboles; la luz, agua y humedad es ideal para que
puedan sobrevivir, sin embargo existen bromelias terrestres que crecen en el suelo del
sotobosque y requieren de menos luz (Betancur, 2003). Con respecto a su morfologia poseen un
tallo con hojas en forma de roseta que en el centro forman una copa, la cual acumula o reserva
agua en épocas de lluvia, su inflorescencia se presenta en las axilas de sus bracteas que son
hojas modificadas de color rojo, amarillo, purpura, rosado y anaranjado. Por otra parte dicha
especie no es muy propensa a presentar plagas, sin embargo la arafia roja puede atacar a la
planta en ambientes secos, el riego debe ser controlado, el exceso de agua provoca la pudricion
de la raiz por lo tanto se recomienda regar cada 15 dias (Pereira Zaldivar, 2022).
Cultivo de tejido vegetal

El cultivo in vitro es un conjunto de técnicas que permiten el desarrollo de una planta
completa a partir de las hojas, raiz, tallo, tejidos, apicales, callos, érganos y células; las cuales
son sembradas en un medio artificial, dicho procedimiento se realiza de una forma rapida y eficaz
en el laboratorio en condiciones controladas con la finalidad de propagar y multiplicar una especie

vegetal (Garzon Gutiérrez & Ramirez Moreno, 2018). Las condiciones del laboratorio son
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esenciales para el desarrollo de explantes una vez sembrados son llevados al cuarto de
crecimiento ajustados a un temperatura y aire de acondicionamiento de 23 a 25 °C con un
fotoperiodo de 16 horas luz para su proceso fotosintético aplicando en varias especies (Phillips
& Garda, 2019). Los medios de cultivo contienen nutrientes esenciales, minerales, vitaminas y
fitohormonas que estimulan el crecimiento y desarrollo de la planta. Desde el siglo XX se han
investigado formulaciones y protocolos Unicos para cada especie vegetal de interés (Haberlandt,
2020). Las etapas de micropropagacion del cultivo in vitro, se basan en etapas, las cuales se
detallan a continuacion:
Etapa O0: Seleccién de la planta madre

Esta etapa consiste en la seleccion de la planta para obtener los explantes por ende se
recomienda que la planta esté en éptimas condiciones, libre de enfermedades que garantice un
riguroso control fitosanitario libre de plagas e insectos; comiunmente se encuentran cultivadas
en los invernaderos, el riego va estar definido por el tipo de especie (Garzén Gutiérrez &
Ramirez Moreno, 2018).
Etapa 1: Establecimiento del cultivo in vitro

Se inicia con la desinfeccién del explante para evitar contaminacion en la siembra, se
requiere un implante estéril por lo cual se realiza un lavado con agua esterilizada y usando
reactivos como: detergentes, hipoclorito de sodio, etanol y el tiempo especifico. Existen diversos
métodos de desinfeccion de explantes su variacion va depender del tipo de especie vegetal y el
material disponible (Roca & Mroginski, 1991).
Etapa 2: Multiplicacion

La fase de multiplicacion de explantes en esta etapa se evidencia el aparecimiento de
brotes, hojas, el crecimiento del tallo en diametro y altura. Por lo tanto, es ideal aplicar
fitohormonas en el medio de cultivo entre los mas conocidos tenemos: auxinas, giberelinas,
citoquininas y acido abscisico que estimulan a la planta generando una respuesta (Haberlandt,

2020).
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Etapa 3: Enraizamiento

Las auxinas es el regulador que comunmente se aplica para el desarrollo del sistema
radicular su objetivo principal es estimular el crecimiento de la raiz permitiendo que la planta
pueda sostenerse y absorber los nutrientes en condiciones ex vitro .Con respeto a sus
concentraciones varian segun la especie vegetal (Roca & Mroginski, 1991).

Etapa 4: Adaptacion

Es la etapa de aclimatacién donde la planta pasa de un medio artificial a ser adaptada en
sustrato como: pomina, arena, coco, sphagnum y turba. Es esencial que el sistema radicular sea
Optimo para la siembra debido a que las condiciones del laboratorio son diferentes a las del
ambiente (Garzén Gutiérrez & Ramirez Moreno, 2018).

Componentes del medio de cultivo

El agua esterilizada o ultrapura libre de impurezas es indispensable en el medio de cultivo
el cual comprende aproximadamente mas del 90% de su composicién (Molina Cabrera, 2012).
Las sales nutritivas son esenciales para el desarrollo de las plantas dentro de los macronutrientes
se encuentran: nitrégeno, fésforo, potasio, calcio, magnesio y azufre mientras que los
micronutrientes son: hierro, manganeso, zinc, boro, cobre cobalto y yodo en dosis pequefias.
Adicionalmente se afiade: nitrato de calcio, cloruro de potasio y sulfato de magnesio; con
respecto a los quelantes mas comunes son el: EDTA y EDDHA, (Haberlandt, 2020).

Las vitaminas son esenciales para suplementar las necesidades que requieren las plantas
en su etapa in vitro para sus procesos metabdlicos entre las que se incluyen: tiamina, acido
nicotinico, piridoxina y mioinositol (Molina Cabrera, 2012). Los amino&cidos son aquellos que
aportan al crecimiento de las células vegetales por su gran fuente de nitrégeno los mas utilizados
son: glicina, glutamina, adenina e hidrolizado de caseina en una concentracién 2 y 1000 mg/L™1.
Las plantas in vitro no son capaces de producir carbohidratos por ende se administra sacarosa
el mas comun en el medio de cultivo sin embargo existen otros: glucosa, fructosa y maltosa con

una dosis de 20 a 30 g/L™!, (Garzon Gutiérrez & Ramirez Moreno, 2018). Los agentes
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gelificantes son aquellos que brindan un soporte a la planta una vez sembrada, el agar se obtiene
del alga roja Gracilaria siendo el mas utilizado, también se usa la goma gellan, proveniente de la
bacteria Sphingomonas, se usa s6lo 0 combinado con el agar y la agarosa que se extrae varios
tipos de algas rojas. Los compuestos organicos son suplementos que debe contener el medio de
cultivo los cuales son: extracto de malta, hidrolizados de proteinas y carbén activado (Colorado
State University Publishing, 2019).
Reguladores de crecimiento

Son aquellos que aportan beneficios al explante para su desarrollo morfolégico y
fisiolégico existen 4 grupos principales de reguladores de crecimiento de plantas (PGR) lo cuales
son: auxinas, citocininas, giberelinas y acido abscisico, (Phillips & Garda, 2019). Las auxinas
sirven para estimular la iniciacion celular ademas aporta al crecimiento de raices y callos, los
mas comunes son: acido indolacético (IAA), &cido indolbutirico (IBA), acido naftalenacético (NAA)
y &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Las citoquininas favorecen el crecimiento de brotes en
los apicales axilares y adventicios se aplican: benciladenina (BA), cinetina y zeatina. El acido
giberélico promueve el alargamiento de brotes y el acido abscisico mejora la calidad de los
embriones somaticos, la mayoria de PGR se disuelven en etanol, hidréxido de potasio y acido

clorhidrico entre otros, (Molina Cabrera, 2012).
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Capitulo 1l
Metodologia
Ubicacién del lugar de investigacion
Ubicacion politica, geograficay ecoldgica
El presente trabajo se ejecutd en varias instalaciones las cuales se mencionan a
continuacion: La obtencién de nanoparticulas de plata (AgNFP;), por el método verde se realizé
en el Laboratorio Ciencias Quimicas, del departamento de ciencias exactas a cargo de la Mgtr.
Sandra Armijos y el técnico de laboratorio Mgtr Francisco Suasnabas perteneciente a la
Universidad de la Fuerzas Armadas Espe sede Santo Domingo. Av. Quevedo Km 24, Hacienda
Zoila Luz, Parroquia Luz de América.
Altitud:550 msnm
Latitud:0°41'29'S
Longitud:79°30'96"0
Figura 8
(Google-maps, 2023)
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La caracterizacion de las nanoparticulas de plata (AgNP,) se llevé a cabo en el Campus

Matriz de la Escuela Politécnica del Ejército “ESPE” en el Centro de Nanociencia y

Nanotecnologia “CENCINAT” a cargo del PhD. Alexis Debut, jefe del laboratorio de

caracterizacion de nanomateriales y la técnica de laboratorio, Mgtr Karla Vizuete, ubicado en el
Valle de los Chillos Sangolqui. Av. General Rumifiahui, Pichincha-Ecuador, a continuacion, se
detallan las siguientes coordenadas.
Altitud: 2510 msnm.
Latitud: 0°31'48'S
Longitud: 78°44'21"0

Figura 9
(Google-maps, 2023)
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La ejecucion de la prueba de actividad antimicrobiana y su fase de aclimatacion usando
explantes de Phaelenopsis sp. y Guzmania sp se realiz6 en la empresa de Servicios
agrobiotecnolégicos “Agrobiotech”; que es una empresa que se dedica a la micropropagacion

de especies vegetales a gran escala a cargo de Ing. Pablo Landazuri y la técnica de laboratorio
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Lcda. Alexandra Castillo. Ubicado en la Av. José Plaza, E2369 y Av. Aurelio Davila. Pichincha-

Tumbaco.
Altitud: 2355 msnm.
Latitud: 0°18'61"S
Longitud: 78°38'04"0O
Figura 10

(Google-maps, 2023).
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Materiales y métodos.
A continuacion, se describen los equipos, materiales, reactivos e insumos en los cuales

se llevo a cabo el presente trabajo.
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Tabla 2.

Equipos, materiales, reactivos y muestras para la sintesis verde de (AgNPF;) con su
respectiva caracterizacién, preparaciéon del medio Murashige Skoog y su etapa de aclimatacion

de las Phalaenopsis sp. y Guzmania sp.

Cantidad Equipos
SEM: Microscopio electronico de barrido.
TEM: Microscopia electrénico de transmision.
UV-Vis: Espectroscopia ultravioleta visible.
EDS: Energia dispersiva de rayos x.

[EEN

RPRRRPRRRRRRRERRRR

XRD: Difraccion de rayos X.
Centrifugadora.
Autoclave.
Camara de flujo laminar.
Plancha de calentamiento.
Disecador.
Peachimetro.
Vortex.

Bomba al vacio.
Balanza.

Cantidad

—

Materiales

N 0 =
NSgadhN,ENWOWEHEPNEN

10
50
2
4

Vaso de precipitacion
Agitador magneético.
Erlenmeyer.
Termometro.
Tubos de ensayo.
Vidrio relo;.
Probeta de 100 mly 500 ml.
Pipetas.
Embudo buchner.
Filtros de 0,20 y 045 pm.
Papel filtro.
Mecheros.
Bisturi.
Gelatineros.
Plastico film.
Pinzas.

Cantidad

Reactivos.

50%
0,1M
0,1M
1 litro
70% y 100%
0,1M
0,1M
50
0, 807g/ml

Acetona.
Nitrato de plata.
Hidréxido de sodio.
Agua ultra pura.
Alcohol.
Hidroxido de potasio.
Acido fosforico.
Etiquetas.
Nitrégeno liquido.
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Cantidad Muestras
100 mg/L™1 Nanoparticulas de plata (AgNP,).
25 Phalaenopsis sp.
25 Guzmania sp.
200 g Té verde (Camellia sinensis sp).
4 fundas de sustrato Sphagnum, turba, fibra de coco y pomina.

Método verde

Material de la muestra

El té verde (Camellia sinensis sp.) se adquirié de la casa comercial el “Arbolito” con un
contenido de 100g usando 2 paquetes. En la ciudad de Santo Domingo de los Tsachilas-Ecuador.

Preparacion del agente reductor

Se pes6 10 g de té verde (Camellia sinensis sp.) se calenté en 100 ml de agua ultra pura
procedente de la empresa ASCARBI BIOSYSTEMS, se trabajo a una temperatura de 90°C por
10 minutos. Finalmente se realizaron multiples filtraciones al vacio usando el embudo Blichner y
filtros de 0.45y 0.22 pm.

Sintesis de AgNPs

Segun Widatalla et al., (2022) para mejorar la estabilidad y rendimiento se tomd 5 ml del
agente reductor ajustando el pH a 11 con hidréxido de sodio (0,1M) y el precursor metalico nitrato
de plata (0,1M) en constante agitacion. Se calenté durante 30 minutos a 50°C; luego se separa
por centrifugacion en una centrifuga marca Hettich a 6000 rpm. Se realizaron tres lavados con
acetona al 50% y se dej6 secar a temperatura ambiente, (véase en la figura 11).

Figuran 11

Sintesis de nanoparticulas de (AgNPs).
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[ Té verde ]
(Camellia sinensis sp.)

Embudo Blchner

[ Agua ultrapura, }—-[ Filtraciones ]

Hidraxido de sodio {NaOH)]a—' pH11 | Filtros de 0.45 y 0.22 um. ]

[ Precursor metdlico (AgNO3) |

* -

[ Lavados ]—I-[ Acetona al SD%]

Solucion de AgNPs

[ Procesador ultrasénico J

Caracterizacion.

Nota: Nanoparticulas de plata (AgNPs) a partir de Camellia sinensis sp.
Preparacion de la muestra de AgNPs para su caracterizacién
Se realiz6 una suspension con etanol para no destruir la morfologia de la (AgNPs) con la
finalidad de evitar aglomerados en la muestra por lo tanto se usé un procesador ultrasénico VCX-
130PB cuya amplitud del 75% a 2 pulsos por cada 15 segundos, (véase en la figura 12). Para la
muestra liquida se utiliz6 una alicuota de 1 ml sobre el portaobjetos la cual se dej6 secar en una
estufa Memmert a 50°C por 30 minutos.

Figura 12

Procesador ultrasonido con un voltaje de 110v.
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Nota: Homogenizar muestras en especial nanoparticulas metalicas aglomeradas.

El pin stud es un disco metélico que contiene un @ de 1 centimetro el cual estd compuesto
de aluminio lo que le permite conducir la electricidad. Para la fijacion de la muestra se colocé una
cinta de carbono de doble capa, luego se liberd nitrégeno liquido sobre la muestra para eliminar
las (AgNPs) que no estén bien pegadas. Con respecto al TEM se agrego la muestra a un circulito
gue tiene un diametro de 3 milimetros, (véase en la figura 13) la preparacion de muestras por
diferentes técnicas de caracterizacion.

Figura 13

Preparacion de muestras para la caracterizacion de AgN P

Nota: (a) Solucion de AgNP; /agua 1:9, (b) muestra para difraccion de rayos X,(XRD)

,(€) pin stud para SEM, (d) muestra para visualizar imagenes en TEM.
Métodos de caracterizacion de las nanoparticulas de plata (AgNPy)
Espectroscopia UV-Vis
Las soluciones de nanoparticulas de plata se analizaron en el espectrofotometro UV-
VIS71280 Shimadzu el cual ofrece un escaneo de longitud de onda de 190 a 1100 nm, el analisis
se llevo a cabo 2h después de sus sintesis con una disolucion de AgNP;-agua (1:9) usando
celdas de cuarzo. Se calibré con agua destilada para poder analizar las muestras de AgNF,

considerando que el maximo de absorcion UV-Visible esta en el rango de 400 a 500 nm.
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Difracciéon de rayos X (XRD)

El andlisis de rayos X se llevé a cabo en un difractometro Empyrean Panalytical utilizando
una irradiacion de CuKa a 40 mA y 45 Kv en un rango de 26 desde 5°-90° con pasos de 0.02°
(2s por paso) para obtener un tamafio aproximado de las AgNP,. El equipo contiene 4
repeticiones por cada 7 minutos con un limite de deteccion de un 3%. La identificacion se realizo
en el software EVA (version 4.1) y la base de datos PDF2 ICDD. Para la determinacion
aproximada de la AgNP;, se usd XRD Crystallite (grain) Size Calculator (Scherrer Equation).

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Para determinar la morfologia de la nanoparticulas de plata (AgNP;) se realizé en el
microscopio (Tescan Mira 3, Brno, Moravia del Sur, Republica Checa) equipado con un cafion
de emision de campo Schottky a un voltaje de aceleracion de 20 kV. El sistema de vacio del SEM
esta conformado por dos detectores: detector de electrones secundarios (SE) y detector de
electrones retrodispersados (BSE) y el porta muestras.

Espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS)

Para determinar la composicidon quimica elemental semicuantitativa se evalué por
espectroscopia de energia dispersiva de rayos X, (EDS) en la camara del SEM utilizando un
detector Bruker XFlash 6|30, Karlsruhe, Baden-Wirttemberg, Alemania) con una resolucion de
123 eV en Mn Ka con un voltaje de aceleracion de 25 kV y 25 mm de WD.

Microscopia electrénica de transmisién (TEM)

Para obtener una mejor resolucion de imagen se uso6 el microscopio (FEI Tecnai G2 Spirit
Twin, Eindhoven, North Brabant, Paises Bajos) operando 80 kV. Las muestras se prepararon
mediante dispersiéon ultrasénica de una pequefia cantidad de polvo en etanol. El area de
superficie especifica se mididé por N2 adsorcion a través del enfoque de BrunauerEmmett-Teller
(BET), utilizando un analizador de sorcién de gases (Quantachrome Instruments Novatouch LX-
1, Boynton Beach, FL, EE. UU.). Las muestras fueron pretratadas a 100-C al vacio de 5 Torr,

durante 24 h. Los coeficientes de correlacion fueron superiores a 0,9999 para todos los analisis.
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Para definir tamafio de la (AgNP;), se us6 el programa imageJ con 64-bit Java 8 windows version
gratuita para obtener el didmetro de cada particula ajustando la escala a 50 nm para realizar el
histograma mediante programa Origin 2023b.
Micropropagacion in vitro “Agrobiotech”
Seleccién y aislamiento de las orquideas (Phaelenopsis sp.) y bromelias ( Guzmania sp.)

Se consideraron plantas en O6ptimas condiciones libres de agentes infecciosos y
enfermedades. Para la especie Phaelenopsis sp., se obtuvieron los explantes a partir de la
capsula previamente polinizada. En el caso de la especie Guzmania sp., se usaron explantes
foliares obtenidos en Bogota.

Condiciones de laboratorio

Las condiciones del cuarto de crecimiento para los explantes de Phaelenopsis sp. y
Guzmania sp., en su etapa de introduccion, enraizamiento y aclimatacion fueron: Temperatura
20°C * 2, humedad relativa 65% y fotoperiodo de 12 horas e irradiancia de 16,85 umol m2.s?,
medidos con un sensor de flujo de fotones PA, Decagon, modelo QSO-S. m?. s,
Método de desinfeccion superficial de la Phalaenopsis sp., y Guzmania sp

Se aplic6 el mismo método de desinfeccidn para las especies de Phalaenopsis sp. y
Guzmania sp., a continuacion, el siguiente protocolo: Con un cepillo se raspé la parte exterior
denominada c4psula para eliminar impurezas usando jabén liquido WEIR y 3 gotas de Tween 80
por cada 100 ml, al finalizar se realizaron dos lavados con agua esterilizada. A posterior se
preparé una soluciéon de 80 ml de agua esterilizada y 20 ml de hipoclorito de sodio (NaCl0),
sumergiendo la capsula con agitacion constante por 6 minutos y finalmente se realizaron 3
enjuagues con agua esterilizada.

Los meristemos apicales de la especie Guzmania sp., (véase en la figura 14), se lavaron
con agua y jabén liquido antes de ser separados del tallo mientras que sus hojas fueron

removidas para extraer los apicales lo cuales fueron cortados y sumergidos en una solucion
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estéril de hipoclorito de sodio al 20% y 3 gotas de Tween 80 por cada 100 ml por 10 minutos en
agitacion constante y finalmente se realizaron tres lavados con agua esterilizada.

Figura 14

Obtencion de los meristemos apicales de Guzmania sp.

Nota: Brotes jovenes de la especie Guzmania sp., para la obtencion de meristemos
apicales.

Polinizacién de la orquidea Phaelenopsis sp

El proceso de polinizacion de la Phaelenopsis sp., se realizé en condiciones estériles.
Inicialmente se parte con la identificacion de las flores maduras de preferencia que su estambre
y pistilo estén completamente desarrollados. Dicha especie comunmente contiene dos sacos
polinicos que estan incrustados en la parte superior de la columna con ayuda de una pinza se
retiran las polinias para ser insertados dentro del estigma el cual se va encapsular y cerrar en el
transcurso de los dias, mientras que la flor se marchitara iniciando su proceso de fecundacion.
La vara floral se engrosa denominada el ovario, lugar donde se va formar la capsula. A

continuacion, en la (véase en la figura 15), se describen las partes de la orquidea Phaelenopsis

sp.
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Figura 15

Polinizacion de Phaelenopsis sp.

Sépalo dorsal

71V,

Nota: Partes de la flor en la especie Phaelenopsis sp., que se debe considerar para su
proceso de polinizacion.
Medio de cultivo
Para la especie Phalaenopsis sp. y Guzmania sp., se trabajé con el medio basal
Murashige Skoog al 100% y 50% usando los mismos componentes stock descritos en la tabla 3,

expresado en unidades de mg/L™1. Para la esterilizacion del medio se realizaron en frascos de

vidrio en el autoclave Ls-B75L a 120 ° C por 20 minutos.
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Componente del medio basal Murashige Skoog para las especies Phalaenopsis sp. y

Guzmania sp.

Componentes Férmula Nombre Comun mg/L™!
NH,NO; Nitrato de amonio 1650.000
KNO5 Nitrato de potasio 1900.000
MgSO0, - 7H,0 Sulfato de magnesio heptahidratado 180,700
Macroelementos MnSO0, - 4H,0 Sulfato de manganeso tetrahidratado 16,900
ZnSO0, - 7H,0 Sulfato de zinc Heptahidratado. 8,600
CuSO0, - 5H,0 Sulfato de cobre pentahidratado. 0,025
CaCl, - 2H,0 Cloruro de calcio dihidratado. 332.000
KI Yoduro de potasio 0,830
CoCl, - 6H,0 Cloruro de cobalto hexahidratado 0,025
KH, - PO, Fosfato monopotasico. 170.000
H; - BOg Acido bérico. 6,200
Microelementos  ng o0, - 2H,0 Molibdato de sodio dihidratado. 0,250
FeSO, Sulfato de hierro. 27.000
EDTA Acido etilendiaminotetraacético. 37.000
Glicina 2.000
Tiamina 1.000
Piridoxina 1.000
Vitaminas Acido nicotinico 0,500
Inositol 100.000
Carbén activado. 2.000
Acido ascérbico 50.000
Carbohidratos Sacarosa 20000.000
Agar Agente gelificante 6000.000
pH potencial de hidrégeno 5.0 6,5

Nota: Se aplicé en la etapa de germinacion, introduccion, multiplicacién y enraizamiento.

En una camara de flujo laminar BIOBASE se dispenso el medio Murashige Skoog al 100%

y 50% de las especies Phalaenopsis sp., y Guzmania sp., en 20 tarrinas de 6x6 cm para la fase
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de germinacion. En la fase de multiplicacion y enraizamiento se usaron 50 vasitos transparentes
de 6x9 cm, las cuales fueron tapadas y sellados con plastico film y almacenados previamente
para la siembra.

Etapa de germinacién de la Phalaenopsis sp y Guzmania sp.

En una camara de flujo laminar BIOBASE previamente esterilizada con UV por 15 minutos
se aplicé el protocolo de germinacion de la especie Phalaenopsis sp., realizando cortes en cada
extremo de la capsula (véase en la figura 16), luego se dividieron en 3 secciones liberando las
esporas mediante un ligero raspado con el bisturi cubriendo por completo el medio MS las cuales
fueron tapadas y selladas. Con respecto a la especie Guzmania sp., los meristemos apicales
provenientes de los brotes jovenes en el trascurso de los 35 dias se evidencié su crecimiento y
desarrollo permitié la formacion de nuevos brotes en la parte aérea del apice, los mismos que se
almacenaron en el cuarto de crecimiento.

Figura 16

Protocolo de germinacion de Phalaenopsis sp.

rte en el extremo izquierdo.

Nota: Inserciones que se realizan para la siembra in vitro de las esporas de la especie

Phalaenopsis sp.
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Etapa de multiplicacion de las especies Phalaenopsis sp., y Guzmania sp

La fase de la multiplicacion concierne al uso de fitohormonas para mejorar la fisiologia del
explante tanto en el crecimiento y desarrollo vegetativo. Se usé el medio basal Murashige Skoog
aplicando los mismos componentes stock, (véase en la tabla 4). A continuacion (véase en la tabla
3), las hormonas que se aplicaron en los explantes de Phalaenopsis sp. y Guzmania sp.

Tabla 4

Fitohormonas aplicadas en los explantes de Phalaenopsis sp. y Guzmania sp.

Fitohormona Dosis (mg/L™1)
ANA: Acido 1-naftalenacético 1,860
Auxinas AIA: Acido indol acético. 0.100
IBA: Acido indol-3-butirico. 0.500
Citoquininas BAP: 6-Bencilaminopurina 2.000

Nota: protocolo de servicios agrobiotecnolégicos “AGROBIOTECH”.
Etapa de enraizamiento de las especies Phalaenopsis sp., y Guzmania sp.

Se us6 el medio basal Murashige Skoog (véase en la tabla 2), suplementado con auxinas
para mejorar y estimular el sistema radicular (véase en la tabla 3), las cuales fueron aplicadas a
las especies Phalaenopsis sp. y Guzmania sp.

Determinacion del efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de plata (AgNP) en los
explantes de Phalaenopsis sp. y Guzmania sp.
Preparacion de las soluciones de nanoparticulas de plata (AgNPy)

En una balanza analitica de la marca Labolan se pes6 100 mg de AgNP; en estado sélido
para preparar la solucion madre de 50 ml con agua ultra pura. Con ayuda de un procesador
ultrasénico VCX-130PB cuya amplitud del 75% a 2 pulsos por cada 15 segundos se homogenizo
las nanoparticulas de plata (AgNP;) para evitar aglomerados. Las concentraciones de
25mg/L™1,50 mg/L~1,75 mg/L"1de (AgNP,), se obtuvieron a partir de la solucién madre de
100 mg/L™1, para ser envasadas en frascos ambar evitando su degradacion y conservadas a

una temperatura de 8 a 10 °C.
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Evaluacion del efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de plata (AgNPy) en
explantes de Phalaenopsis sp. y Guzmania sp.

En la fase de enraizamiento se evaluaron las cuatro dosis de nanoparticulas de plata
(AgNP,) con sus respectivas concentraciones de 25mg/L™1,50 mg/L™1,75 mg/L™'y 100 mg /L.
Con una pipeta automética se tom6 una alicuota de 1000u! de cada tratamiento con tres
repeticiones cubriendo por completo el medio Murashige Skoog una vez solidificado. En cada
gelatinero se realizo la siembra de un explante de las especies Phalaenopsis sp. y Guzmania
Sp., €on su respectivo testigo general para los tratamientos y su efecto antimicrobiano se evalu6
por 22 dias (véase en la tabla 5), los parametros de evaluacién corresponden al desarrollo
fenotipo de ambas especies.

Tabla b

Evaluacion del desarrollo fenotipico de las especies Phalaenopsis sp. y Guzmania sp.

Desarrollo fenotipico
Siembra in vitro ( enraizamiento) Aclimatacion in vitro Aclimatacion ex vitro
22 dias. 25 dias. 30 dias.
Largo de hoja Largo de hoja Largo de hoja
NUmero de hojas Numero de hojas Numero de hojas
Raices Raices Raices

Nota: Aplicando las dosis de nanoparticulas de plata (AgNPy).

Para la medicién del largo de la hoja de las especies Phalaenopsis sp. y Guzmania sp.,
se utilizé un calibrador digital stainless hardened en unidades milimétricas (mm). El nimero de
hojas y raices se evaluaron en las diferentes etapas (véase en la tabla 4).

Etapa de aclimatacion de las Phalaenopsis sp. y Guzmania sp.
Preparacion del sustrato

Los sustratos fueron adquiridos de la casa comercial Horticoop Andina y Agrobiotec, se

esterilizaron en el autoclave a 120 °C por 20 minutos y se dej6 enfriar, (véase en la tabla 6), los

sustratos que se utilizaron en el protocolo de aclimatacion.
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Tabla 6

Sustratos aplicados en la aclimatacion de las especies Phalaenopsis sp. y Guzmania sp.

Sustrato Cantidad Beneficio
Sphagnum Jkg Humedad
Turba Jkg Sustrato suelto.
Fibra de coco Jkg Libre de compactacion.
Pomina 6 kg Drenante

Nota: Protocolos de aclimatacion de "AGROBIOTECH”.

Se mezclaron los sustratos en un 1L~ 'de agua esteril, los envases que se utilizaron en la
Phalaenopsis sp., fueron de 9 x 15 cm y la especie Guzmania sp., fueron de 7 x 5 cm. Para
evaluar el crecimiento y desarrollo del explante se midié nuevamente el ancho x largo de la hoja,
namero de hojas y raices a los 22 dias, 25 dias y 30 dias.

Disefio experimental
Efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de plata (AgNPy)

Porcentaje y presencia de contaminacion in vitro

El porcentaje de contaminacién bacteriana y fingica se evalué con el nimero de
envases contaminados por microorganismos aplicando la siguiente formula:

Figura 17

Porcentaje de contaminacion.

. ] ) # de envases contaminados
% de contaminacion (tratamiento)= v d rotal X 100
e envases totales

Nota: Contaminacién microbiana.
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Datos obtenidos del efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de plata (AgNPF;) en la

etapa in vitro de los explantes de Guzmania sp., y Phalaenopsis sp

Tipo de especie

Dosis de (AgNP;)

Contaminacion microbiana

Guzmania sp. 0mg/L™* 60%
Guzmania sp. 0mg/L™! 60%
Guzmania sp. 0mg/L" 60%
Guzmania sp. 25mg/L7! 0%
Guzmania sp. 25mg/L7! 0%
Guzmania sp. 25mg /L7t 0%
Guzmania sp. 50mg/L! 0%
Guzmania sp. 50mg/L™* 0%
Guzmania sp. 50mg /L7t 0%
Guzmania sp. 75mg /L7t 0%
Guzmania sp. 75mg /L7t 0%
Guzmania sp. 75mg/L* 0%
Guzmania sp. 100 mg/L~t 0%
Guzmania sp. 100 mg/L™* 0%
Guzmania sp. 100 mg /L7t 0%
Phalaenopsis sp. 0mg/ /Lt 80%
Phalaenopsis sp. 0mg/L™! 80%
Phalaenopsis sp. 0mg/Lt 80%
Phalaenopsis sp. 25mg /L7t 0%
Phalaenopsis sp. 25mg/ /L7t 0%
Phalaenopsis sp. 25mg /L7t 0%
Phalaenopsis sp. 50mg/L™* 0%
Phalaenopsis sp. 50mg/L™* 0%
Phalaenopsis sp. 50mg /L™t 0%
Phalaenopsis sp. 75mg/L* 0%
Phalaenopsis sp. 75mg/L7* 0%
Phalaenopsis sp. 75mg/L* 0%
Phalaenopsis sp. 100 mg /L™t 0%
Phalaenopsis sp. 100 mg/L™t 0%
Phalaenopsis sp. 100 mg/L~! 0%

Nota: Evaluacion del efecto antimicrobiano durante 22 dias.



62

Factores de estudio y niveles de experimento

Tabla 8

Factores de niveles a probar en el estudio de las especies Phalaenopsis sp. y Guzmania

sp., dosis de nanopatrticulas de plata (AgNP;) y desarrollo fenotipico.

Factores Simbologia Niveles
Especies (A) ag Phalaenopsis sp.
ay Guzmania sp.
by Omg/L™!
by 25mg /L7t
MNanoparticulas de plata (B) by 50mg/L~*
ba 75mg /L7
by 100mg/L™!
p siembra in vitro
Desarrollo fenotipico (C ) [ aclimatacion in vitro
[ aclimatacion ex vitro

Nota: Autoria propia.



Comparacion de los tratamientos.

Tabla 9

Tratamientos a comparar en el estudio de las especies Phalaenopsis sp. y Guzmania

sp., dosis de nanopatrticulas de plata (AgNP;) y desarrollo fenotipico.

nN® Interacciones Niveles

T1 apbycy Phalaenopsis sp. + 0mg/L~* + siembra in vitro

T2 apbyry Fhalaenopsis sp. + 0mg/L~* + aclimatacion in vifro
T3 apbyes Phalaenopsis sp. + 0mg/L~* + aclimatacion ex vitro
T4 agbyy Fhalaenopsis sp. + 25myg /L~ + siembra in vitro

TS aghycy Phalaenopsis 5p. + 25mg/L~! + aclimatacion i vitro
TG aghyca Fhalaenopsis sp. + 25mg /L~ + aclimatacion ex wifro
T7 aghscy Phalaenopsis 5p. + 50mg/L~! + siembra in vifro

T8 aghacy Fhalaenopsis sp. + 30mg /L~ + aclimatacion in vitro
T9 aghscs Phalaenopsis 5p. + 30mg/L~! + aclimatacion ex vifro
T10 agbgcy Fhalaenopsis sp. + 75mg /L~ + siembra in vifro

T11 agbycy Phalaenopsis sp. + T5mg /L~ + aclimatacion in vitro
Ti2 agbycs Fhalaenopsis sp. + 75mg /L~ + aclimatacion ex wifro
ri3 agbycy Phalaenopsis 5p. + 100mg/L~" + siembra in vifro
T14 aghycy Fhalaenopsis sp. + 100mg/L~* + aclimatacion in vifro
T15 aghycs Phalaenopsis 5p. + 100mg/L~" + aclimatacion ex vitro
T16 ay bycy Guzmania sp. + 0mg /L~ + siembra in vitro

T17 aybyey Guzmania 5p. + Omg /L~* + aclimatacion in vifro

T18 ay byca Guzmania sp. + 0mg /L' + aclimatacion ex vitro
T18 aybyeg Guzmania 5p. + 25mg/L~1 + slembra in vitro

T20 a;byey Guzmania sp. + 25mg/L~! + aclimatacion in vifro
T21 a, by cs Guzmania sp. + 25mg/L~! + aclimatacion ex wvifro
T22 a1 bacy Guzmamia sp. + 50mg /L™t + siembra in vifro

T23 ay by Guzmamia 5p. + 50mg,/L~! + aclimatacion in vitro
T24 aybacs Guzmania sp. + 50mg/L~! + aclimatacion ex wifro
T25 by Guzmania 5p. + 7amg /L™t + siembra in vifro

T26 apbzcy Guzmania sp. + 75mg/L~! + aclimatacion in wiro
T27 iy byea Guzmania 5p. + 7amg,/L~! + aclimatacién ex vifro
T28 ay bycy Guzmania sp. + 100mg,/L~* + siembra in vitro

TZ9 aybyey Guzmania 5p. + 100mg/L~* + adlimatacion in vitro
T30 aybyca Guzmania sp. + 100mg,/L~* + aclimatacion ex vitro

Nota: Autoria propia.
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Tipo de disefio experimental

Se aplicé un ANOVA trifactorial AXBXC (2X4X3), donde el factor A son las especies,
factor B las distintas dosis de nanopatrticulas de plata (AgNPF;) y el factor C, el desarrollo
fenotipico.

Repeticiones

En el disefio experimental se aplicaron 3 repeticiones por cada tratamiento obteniendo
un total de 30 unidades experimentales.
Andlisis estadistico

Tabla 10

Esquema del analisis de varianza (ANOVA) para el estudio de las especies

Phalaenopsis sp. y Guzmania sp., dosis de nanoparticulas de plata (AgNP;) y desarrollo

fenotipico.

Fuente de variacion Formula  Grados de libertad

Tipo de especies a—1 1

Dosis de nanoparticulas de plata (AgNE,) b-1 3

Desarrollo fenotipico c—1 2

Tipo de especies + Dosis de nanoparticulas de (a—1)(b—-1) 3

plata (AgNE;)
Tipo de especies + Desarrollo fenotipico (a—1)(c—1) 2
Dosis de nanoparticulas de plata (b—1)(c—1) 6
(AgNP;) + desarrollo fenotipico
Tipo de especies + Dosis de nanoparticulas de (aa — 1)(b—1)(c — 1) 6
plata (A4gNF,) + Desarrollo fenotipico.
Réplicas R-1 2
Error experimental gt—¥gl 58

Total 89
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Analisis funcional

Para las variables que presentaron diferencia significativa en los andlisis de varianza se
aplico la prueba de significancia Tukey (P < 0,05).

Anélisis de Krus Kall

Para la determinacion del nimero de hojas y raices se aplico la prueba no paramétrica
de Krus Kall con la interaccion AxBxC.

Programas estadisticos

Se usaron los programas infostat y RStudio.
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Capitulo IV
Resultados
Sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPy)

El extracto de la hojas de té verde (Camellia sinensis sp.), presento un color café-rojizo
gue al ajustar el pH a 11 su coloracién cambio a amarillo y finalmente al estar en contacto con el
precursor metélico (AgNO3) se visualizdé un color marron-negruzco que indica la formacién de
nanoparticulas de plata (AgNPF;),(véase en la figura 18).

Figura 18

Sintesis de nanoparticulas de plata (AgNF;)

Nota: (a). Extracto del Té verde (Camellia sinensis sp.), (b). Ajuste de pH del agente
reductor, (c), Agente reductor- precursor metalico (AgNO5).
Caracterizacion de (AgNPy) de espectroscopia UV-Vis

Dicha técnica nos permiti6 obtener el primer andlisis de la formacion de AgNP;
estableciendo una relacion 1:9 corroborada por Widatalla et al., (2022) obteniendo una
absorbancia de 411,0 nm, (véase en la figura 19). Por otro parte no se evidencio la presencia de

mas picos lo cual indica que la sintesis fue eficiente y presenta estabilidad.
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Figura 19

Espectrofotometria de Uv-vis.

800 .0nnl 6.675
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411 .0nm 0, 44374

Nota: Espectro UV-Vis nanopatrticulas de plata (AgNPF;), sintetizadas por el método

verde.
Difraccién de rayos X (XRD)

Los patrones de XRD para las nanoparticulas de plata (AgNP;) sintetizados por hojas de
té verde (Camelias sinensis) alcanzaron la formacion de cinco picos de difraccion caracteristicos
principales de la plata (Ag) en 26 = 38°,43°68°, 64°43°,77°32°y 81°37° de naturaleza cristalina.
Para definir el tamafio de la nanoparticula se usé la ecuacion de Sherrer para determinar el
diametro promedio de los cristalitos a partir de la mitad del ancho de los picos de difraccion: D =
(kA)/(B cos B); en donde, D es el tamafio medio de los cristalitos del polvo, A es la longitud de
onda de Cu ka, B es el ancho completo a la mitad del maximo y 6 es el angulo de difraccion de

Bragg y K es una constante; considerando la posicion maxima (26) de 38°, FWHM (26) en 1.0396
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y A es la longitud de onda de Cu ka en 0,15418, se obtuvo un tamafio 8,44 nm,( véase en la

figura 20).

Figura 20.

Difraccion de rayos X de nanoparticulas de plata (AgNP,).
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Nota: El pico 38° determinan la presencian de plata (Aqg)
Microscopia electrénica de barrido (SEM) y (EDS)

Las imagenes obtenidas del SEM tenian una baja resolucion que no permitié visualizar
correctamente el tamafio y la morfolégica de las nanoparticulas de plata (AgNPF;) a una escala
de 2 um, (véase en la figura 21). Con respecto al analisis de la composicién quimica elemental
por EDS, la plata (Ag) fue el m&s prominente con una alta diferencia significativa al oxigeno (0,),
siendo el componente principal de la formacion de la nanoparticulas (AgNP;). El mapeo
elemental (véase en la figura 22) determiné el patrén de difraccion gris brillante que confirma la
estructura cristalina de las (AgNPF;) y la cinta de carbono con un color negro para distinguir que
(Ag > ¢) y finalmente con un color rojo se diferencié la plata (4g°) y un color verde el oxigeno

(0,) con una escala de 5 um.



Figura 21

Micrografia del SEM y analisis quimico elemental de (AgNF;)
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Figura 22

Caracterizacion de la plata (AgNF;) en el mapeo elemental.

Nota: (a) Mapeo de la plata (Ag) y la cinta de carbono; (b) Mapeo de la plata (Ag) y el
oxigeno (0,); (c) Mapeo del oxigeno (0,) ; (d) Mapeo de la plata (Ag).
Microscopia electrénica de transmision (TEM).

Las nanoparticulas de plata (AgNP;) en su mayoria fueron esferoides u ovaladas con un
diametro de 44,35 nm * 4,032 nm estableciendo una X de 17,58 nm en una escala de 50 nm,
(véase en la figura 23), a partir de 38 datos en el programa Origin 2023b, (véase en la figura 24).
Por otro lado, aplicando el modelo gaussiano se obtuvo un tamafio 9,38 nm que se asemeja al

tamaiio obtenido en (XRD) con una media de 7,42 nm.



Figura 23

Micrografia usando TEM para la determinar el tamafio de las (AgNPs).

Nota: (a) micrografia de (AgNPs) en una escala de 50nm, (b) escala de 100 nm.

Figura 24

Tamafio de las (AgNPs) por TEM.
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Efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de plata ((AgNPy)
Los explantes de las especies Phalaenopsis sp. y Guzmania sp., se evaluaron en la etapa
in vitro especificamente en la fase de enraizamiento por un periodo de 22 dias. (véase en las

graficas 1y 2).

Efecto antimicrobiano de (AgNPs) en Guzmania sp.
70%
60%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

Contaminacion microbiana (%)

% 0% 0% 0%
0% \ L L
0 20 40 60 80 100 120

Dosis (mg/L-1)

Grafica 1. Determinacion del efecto antimicrobiano en dosis de 25mg/L™1,50 mg/

L™1,75mg/L™ty 100mg/L~! de (AgNP,) en explantes de Guzmania sp.

Efecto antimicrobiano de (AgNPs) en Phalaenopsis sp.
90%g09%
80%
70%
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50%
40%
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0% el 0% 0%
0% O 0O )
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Grafica 2. Determinacion del efecto antimicrobiano en dosis de 25mg/L™!,50 mg/

L1, 75mg/L™1y 100mg/L! de (AgNP;) en explantes de Phalaenopsis sp.
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En el grafico 1y 2. Se demostré que a menor concentracion de nanoparticulas de plata
(0 mg/L™1) mayor contaminacién microbiana y a medida que se establecen concentraciones de
(25mg/L™1),(50mg/L™1), (75mg/L™Y) y (100mg/L™') mejora el efecto antimicrobiano. Los
explantes de Guzmania sp., presentaron una contaminacion del 60% mientras que los explantes
de la Phalaenopsis sp., alcanzaron un 80% en el testigo considerando una contaminacion
microbiana elevada, (véase en la figura 25). Por otra parte la contaminacion de los explantes esta
influencia por el manejo de siembra, los protocolos de desinfeccion y la esterilizacion del material.

Figura 25

Contaminacion microbiana de las especies Phalaenopsis sp.y Guzmania sp.

5
‘ﬂ

Nota: (a) Contaminacién de Guzmania sp., (b) contaminacion de la Phalaenopsis sp.,

ocasionado por el hongo Penicillium.
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Analisis de varianza en el largo de la hoja (mm)

Tabla 11

Andlisis de varianza para evaluar el largo de la hoja después de 22, 25y 30 dias, (P <

0,05).

FV sC gl CM F P-valor
A: Tipo de especies 38346.64 1 38346.64 458.13 <0.0001
B: Dosis mg/L™! (AgNPs) 223160 4 557.90 6.67 0.0002
C: Desarrollo Fenotipico 192345 2 961.72 11.49 0.0001
Replicas 88.84 2 44 .42 0.53 0.5910
AB 1389.62 4 347.41 415 0.0050
AC 171.02 2 85.51 1.02 0.3664
BC 582.49 8 72.81 0.87 0.5470
ABC 387.25 8 48.41 0.58 0.7915
Error 4854.77 58 83.70
TOTAL 49975.68 89

Nota: Se evidencia diferencia significativa para el tipo de especies, las dosis en mg/L™! de
(AgNPs), el desarrollo fenotipico considerando que las réplicas no presentaron diferencia

significativa dando a entender que el ambiente no influye sobre los tratamientos.

En la tabla 8. Se determiné que el tipo de especie “Phalaenopsis sp. y Guzmania sp. 7,
son distintas (0.0001 < 0,05), por lo tanto las dosis de nanoparticulas de plata (AgNPs),
(0.0002 < 0,05) van a influir en el area foliar que concierne en el desarrollo fenotipico (0.0001 <
0,05) evaluado en la siembra in vitro, aclimatacion in vitro y aclimatacion ex vitro. La interaccion
AB, presento diferencia significativa puesto que (0.0001 < 0,05) por lo tanto el tipo de especie a
evaluar varia respecto a las dosis de (AgNPs). Finalmente en la interaccion AC, BC y ABC no se

encontr6 diferencia significativa.



Tabla 12

Tukey (P < 0,05) aplicado al tipo de especie.

Factor A Medias
ag Phalaenopsis sp. 27774
a, Guzmania sp. 6905

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes.

Figura 26

Andlisis del largo de la hoja (mm) con respecto al factor A: tipo de especie

(Phalaenopsis sp. y Guzmania sp.)
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Nota: Se obtuvo diferencia significativa en el factor A: tipo de especie (Phalaenopsis sp.

y Guzmania sp.) con el largo de la hoja.
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En la figura 20. Se obtuvo grupos dos independientes: A= (ap=27,77) y B= (a1=69,05) por
lo tanto se determiné que la especie de Guzmania sp., presento un mayor crecimiento respecto
al largo de la hoja. En el caso de la especie Phalaenopsis sp., ho fue tan relevante, considerando
gue la morfoldgica de la plata puede influir en el tipo de especie vegetal a estudiar.

Tabla 13

Tukey (P < 0,05) aplicando las dosis de (AgNPs).

Factor B Medias
by Omg /L™t 41.06%
b; 25mg/L~! 45 65% B
b, 50mg/L™* 47528 E ©
by 75mg/L~* 5323 8¢
b, 100mg/L™} 5461 ¢

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes.
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Figura 27

Andlisis del largo de la hoja con respecto al factor B: dosis de nanoparticulas de plata
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Nota: Se obtuvo diferencia significativa en el factor B: dosis de (AgNP;) con respecto al
largo de la hoja.
En la figura 1. Se evidenci6 3 grupos homogéneos: A=(byb;b,), B=(b;b,,b3) y

C=(by bz, b, ), por lo tanto la dosis de (100mg/L™") fue la que mas influy6 en el largo de la hoja.
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Tabla 14

Tukey (P < 0,05) aplicando el desarrollo fenotipico.

Factor C Medias

¢y Siembra in vitro 43.564
¢, Aclimatacion in vitro ~ 47.04*

¢, Aclimatacion ex vitro  54.64 8

Nota: Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes.

Figura 28

Andlisis del largo de la hoja en el factor C: desarrollo fenotipico.
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Desarrollo Fenotipico
Nota: Se obtuvo diferencia significativa en el factor C: Desarrollo fenotipico evaluando el
crecimiento del largo de la hoja en las siguientes etapas: siembra in vitro, aclimatacion in vitro,

aclimatacién ex vitro.
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En la figura 22. Se determind un grupo homogéneo: A= (cy,c;) Y un grupo independiente

B= (c;) por lo tanto se concluye que la aclimatacion ex vitro presento un mayor crecimiento en el

largo de la hoja.

Tabla 15

Tukey (P < 0,05) interaccién AB: tipo de especies*dosis de (AgNPFs).

Interaccion AB.

Medias

aghg Phalaenopsis sp.™ Omg/L™"
agh, Phalaenopsis sp.* 2bmg/L"
agh, Phalaenopsis sp.* 50mg/L"
aghs Phalaenopsis sp.™ T5mg/L™"
aghs Phalaenopsis sp.™ 100mg/L™"
a,;by Guzmania sp.* 0mg/L"

a,b; Guzmania sp.* 25mg/L"
a,b, Guzmania sp.* 50mg/L"
a,bs; Guzmania sp.* 7smg/L™’

a;by Guzmania sp.* 100mg/L™"

25.42%
26.85%
27.55%
28.62%
3041~
56.71 B
6445 B¢
6642 BT
7604 ©°P

81.66 o

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes.
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Figura 29

Analisis de la interaccion AB: factor A= tipo de especies * factor B=dosis de (AgNPFs).
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Nota: Se obtuvo diferencia significativa en la interaccion AB: A=tipo de especie
(Phalaenopsis sp. y Guzmania sp.) y B= dosis de (AgNPs).
En la figura 23. Se determino 4 grupos homogéneos: A= (. agbg agby, agb,, agbs, agb,); B=
(aibg, a;by,a;b, ); C=(a;by,a1b, a;b3) y D= (a;bs, a;b,) por lo tanto se concluye que la dosis de
100mg /L1 fue la mas eficiente en el largo de la hoja de la especie de Guzmania sp.

Tabla 16

Tukey (P < 0,05) interaccién AC: tipo de especie* desarrollo fenotipico.

Interaccion AC Medias
agcy Phalaenopsis sp.* siembra in vitro 22.024
agcy Phalaenopsis sp.*aclimatacion in vitro 25354

agcs Phalaenopsis sp *aclimatacion ex vitro 359468
a;cy Guzmania sp.* siembra in vitro 6510 ©
aycy Guzmania sp."aclimatacion in vitro 6873 ¢

aic, Guzmania sp."aclimatacion ex vitro 7333 ¢
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Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes.

En la tabla 14. No se encontro diferencia significativa en la interacciéon AC, sin embargo
se identificd 1 grupo independiente: B= ( aycy) Y 2 grupos homogéneos: A= (aycy, apcy); C=
(aic,a4cq,a,4c,) S€ concluye que el control presenta igualdad con los tratamientos y que la
interaccion C = a4 c,, tuvo un mayor crecimiento en el largo de la hoja en la etapa ex vitro.

Tabla 17

Tukey (P < 0,05) interaccion BC: Dosis de (AgNPs)*desarrollo fenotipico.

Interaccion BC Medias
bycy 100mg/L~L * siembra in vitro 34704
byc, 100mg /L™t = aclimatacion in vitro 40.58~8
bycy 50mg/L™! * siembra in vitro 40.63~8
bycg 25mg /L1 » siembra in vitro 42.67~8
bycy 25mg/L! = aclimatacion in vitro 44,0748
boe, 50mg /L™t » aclimatacion in vitro 4428~ 8
bycy 75mg/L71 * siembra in vitro 475948 ¢
bycs 100mg /L™t + aclimatacion ex vitro 479148 ¢
byc, 25mg /L™t » aclimatacion ex vitro 502248 ¢
boco Omg /L™1 » siembra in vitro 5223~8¢C
bacy 75mg /L™t + aclimatacion in vitro 525548 ¢C
boc; 0mg /L1 * aclimatacion ex vitro 5372 8¢C
boc, 0mg /L1 » aclimatacion in vitro 5373 8¢C
bicz 50mg /L1 » aclimatacion ex vitro 5765 ¢8¢C
bacs 75mg/L1 + aclimatacion ex vitro 63.68 ¢

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes
En la tabla 15: No se encontré diferencia significativa en la interaccién BC, sin embargo se logré
identificar 3 grupos homogéneos: A=(b,cy, bscq, bsCy, b1Co, b1C1, byC1, b3Cg, baCy, byCy, byCo, b3Cy);
B=(b4cy, b3co, bico, byc1,bycy, b3co, bacy, bycy, bocy, b3y, by, bocy, by Cy);
C=(b3cg, b4, bycy, byco, b3cy boca, bocy, bycy, bycy), se concluye que el control presenta igualdad
con las interacciones. La interaccion C = b;c, presento una media de 63.68 teniendo un mayor
crecimiento en el largo de la hoja. De igual manera en la interaccion AxBxC no se encontr6

diferencia significativa.
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Analisis de Krus Kall respecto al # de hoja de las especies de Phalaenopsis sp. y
Guzmania sp

Tabla 18

Krus Kall (P < 0,05) con respecto al numero de hoja.

Chisqg 81.29369

Df 29

p.chisq 7.479002e-07

t.value 2.000293

MSD 15.19388

Mimero de hojas Medias Grupos
9 85.00000 a
12 82.33333 AR
3 82 16667 ABC
11 79.16667 ABE
7 75.33333 ABE
15 72.50000 ABED
6 71.83333 ABED
5 65.83333 BCOE
10 65.33333 BCODE
14 67.00000 GOEF
4 59.50000 DEFS

2 55.00000 EFG

3 52.33333 FEr

1 50.66667 &H
13 49.50000 oH
24 38.33333 Al
27 36.33333 Al
30 31.866667 ”
23 26.83333 WK
26 26.83333 WK
29 26.83333 WK
22 21.66667 KL
25 21.66667 JKL
28 21.66667 KL
21 21.16667 JKL
20 20.00000 KL

19 16.83333 JKL
16 12.83333 KL
17 12.83333 KL
18 5.00000 !

Nota: Se obtuvo diferencia significativa con respecto a la interaccion AxBxC: tipo de
especie (Guzmania sp., y Phalaenopsis sp.), dosis de nanoparticulas de plata (AgNF;) y el
desarrollo genotipico.

En la tabla 14. Se determind que (7.479002e — 07 < 0,05) puesto que el nimero de hojas
depende del tipo de especie, las dosis de nanoparticulas de plata (AgNF;) y las etapas en las

cuales se evalué el desarrollo fenotipico.
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Figura 30

Evaluacién del # de hojas de las especies Guzmania sp., y Phalaenopsis sp., respecto a

la dosis de nanoparticulas de plata (AgNF;) y el desarrollo genotipico.
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Tratamientos

Nota: Con respecto a las interacciones AxBxC evaluadas en ambas especies Guzmania sp., y
Phalaenopsis sp., se determiné diferencias con respecto al nUmero de hojas, por lo tanto A
representa la igualdad en los tratamientos con respecto a la dosis de (AgNPF;) y desarrollo

fenotipico expresado en un diagrama de caja y bigotes.

En la grafico 3. Se obtuvo un mayor nimero de hojas en la especie de Guzmania sp., en la cual
se evidencio que la dosis de 50mg/L™! influyo en las siguientes etapas: siembra in vitro,
aclimatacion in vitro y aclimatacién ex vitro, (7, 8,9). Con respeto a la dosis de 75mg/L™! se
reporta un mayor numero de hojas en las etapas de: aclimatacion in vitro y ex vitro, (11,12). La
dosis de 25 mg/L~1y 100 mg/L™?! en la etapa de aclimatacion ex vitro presento un mayor nimero
de hojas, (6,15). En el caso de la especie Phalaenopsis sp., no se obtuvo igualdad en las dosis

de nanoparticulas de plata (AgNP;) ni en el desarrollo fenotipico. Los controles sin la dosis de
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nanoparticulas de plata (AgNP,) genero una disminucidn en el nimero de hojas en la etapa ex
vitro.

Analisis de Krus Kall respecto al # de raices de las especies de Phalaenopsis sp.y
Guzmania sp

Tabla 19

Krus Kall (P < 0,05) determinacion del numero de raices.

Chisq 78.59118

Df 29

p.chisq 1.856633e-06

tvalue 2000298

MSD 17.18265

Numero de raices Medias Grupos
24 78.83333 A
30 76.50000 48
23 75.50000 ABC
21 74.33333 48C
20 73.00000 ABC
22 71.83333 ABC
27 71.83333 ABC
19 67.83333 ABED
29 67.83333 ABED
17 63.50000 ABED
16 62.33333 ABED
28 61.16667 8ch
26 60.83333 8ch
18 58.66667 COE
25 53.83333 DE
12 42 6ob6T EF
10 33.00000 FG
11 33.00000 FG
15 33.00000 F&
9 2550000 F&
1 15.00000 &
2 18.00000 &
3 15.00000 &
4 15.00000 &
5 15.00000 &
b6 18.00000 &
7 15.00000 s
8 15.00000 &
13 18.00000 &
14 15.00000 s
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Nota: Se obtuvo diferencia significativa con respecto a la interaccion AxBxC: El tipo de especie
(Guzmania sp., y Phalaenopsis sp.), dosis de nanoparticulas de plata (AgNPF;) y el desarrollo
fenotipico.

En la tabla 15. Se determiné que (1.858833e — 06 < 0,05) puesto que, el numero de raices va
depender del tipo de especie, la dosis de nanoparticulas de plata (AgNF;) y las etapas: siembra
in vitro, aclimatacién in vitro y aclimatacion ex vitro respecto al desarrollo fenotipico.

Figura 31

Evaluacion del # de raices en las especies de Guzmania sp., y Phalaenopsis sp.,

respecto a la dosis de nanoparticulas de plata (AgNP;) y el desarrollo fenotipico.
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Tratamientos

Nota: Las interacciones AxBxC evaluadas en las especies Guzmania sp., y Phalaenopsis sp,
determino diferencias con respeto al nimero de raices. A representa igualdad en los tratamientos
con respecto a la dosis de (AgNP,) y el desarrollo fenotipico expresado en el diagramas de caja
y bigotes.

En el grafico 4. Se obtuvo un mayor nimero de raices en la especie Phalaenopsis sp. La dosis
de (25mg/L™1) y (50mg/L™1) influyo en las etapas de: siembra in vitro, aclimatacion in vitro y

aclimatacioén ex vitro, (19,20,21,22,23,24). En la dosis de (100mg/L™1) se reporté un crecimiento
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de raices en la aclimatacion in vitro y ex vitro, (29,30). En el caso de la dosis de (75mg/L™!) se
obtuvo en la aclimatacién ex vitro, (27). Con respecto al testigo se evidencio igualdad en el
namero de raices en la siembra in vitro y aclimatacion in vitro, (16,17), sin embargo en la
aclimatacion ex vitro disminuyo, (18). En el caso de la especie Guzmania sp, el crecimiento de
raices fue minoritario, aparentemente de todas la dosis aplicadas el tratamiento de 75mg/L™!
resalto mejorando el nimero de raices.

Caracteristicas cualitativas de las especies Guzmania sp., y Phalaenopsis sp.

El efecto de las nanoparticulas de plata (AgNP;,) en las especies de Guzmania sp., y
Phalaenopsis sp., ha tenido una influencia significativa respecto al desarrollo fenotipico que se
evidencio con el area foliar, enraizamiento y externamente demostrando plantulas saludables en
buen estado libre de enfermedades, (véase en la tabla 20).

Tabla 20

Andlisis cualitativo respecto a la fisiol6gica externa de Guzmania sp., y Phalaenopsis sp.

Especies Dosis de Color de Brotes de Estado de la planta
(AgNP,) hojas Raiz Hojas

25mg/L™"  Verde-morado R E Vigorosas-brillosas

Guzmania sp. 50mg/L™'  Verde-morado R E Vigorosas-brillosas
75mg/L™'  Verde-morado R E Vigorosas-brillosas

100mg/L™*  Verde-morado R E Vigorosas-brillosas

25mg/L™t  Verde-rojizo E E Vigorosas-brillosas

Phalaenopsis sp.  50mg/L™*  Verde-rojizo E E Vigorosas-brillosas
75mg/L™t  Verde-rojizo E E Vigorosas-brillosas

100mg/L™*  Verde-rojizo E M Vigorosas-brillosas

Nota: R= (regular), M= (moderado), E= (excelente).
Las plantulas de la especie Guzmania sp., en poco tiempo presentaron un coloracién verde-rojizo
en todas las dosis de nanoparticulas de plata (AgNP;), mejorando su apariencia fisiolégica
externa, con hojas libres de enfermedades, vigorosas y brillosas. Los brotes fueron mas

prominentes en las etapas de aclimatacion in vitro y ex vitro, (véase en la figura 20).
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Figura 32

Fisiologia de las hojas de Guzmania sp.

Nota: En el libetal (a),(c) y (d), se observa que el ancho de la hoja no fue tan relevante mientras
gue en el largo de la hoja se visualizo un mejor crecimiento con las dosis de
25mg/L™1,75mg/L™ty 100 mg/L™! de (AgNPs), en cambio en el literal (c), se evidencidé un

crecimiento en el ancho y largo de la hoja en la dosis 50mg/L™! de (AgNPs).

Las hojas de la especie Phalaenopsis sp., presentaron una coloracion verde-morado con un
vigorosidad y brillosidad. Sus hojas cominmente nacen de la base de su tallo, especificamente
en la parte superior como lo demuestra el literal d., sin embargo en la dosis de 100 mg/L™!
aparecieron en la parte inferior por debajo de las hojas mas grandes en la aclimatacion in vitro y
ex vitro. Respecto al largo x ancho de la hoja se obtuvo un crecimiento considerando que los

explantes utilizados fueron muy pequefos.
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Figura 33

Fisiologia de las hojas de Phalaenopsis sp.

Nota: Literal (a) dosis de 25mg/L 1(AgNPs), (b) dosis de 50mg/L 1(AgNPs), (c) y (d) se
observaron hojas nuevas en las dosis de 75mg /L™y 100mg/L~* (AgNPs).

En el caso de las raices de la especie Phalaenopsis sp., presentaron color verde intenso y los
nuevos brotes de raices verde claro. En la siembra in vitro las orquideas tenian raices pero muy
pequefias, al adicionar las dosis de nanoparticulas de plata (AgNP;) crecieron en largo, ancho y

grosor en la aclimatacion in vitro y ex vitro.
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Figura 34

Fisiologia de las raices de Phalaenopsis sp.

Nota: Crecimiento del sistema radicular de las espcie Phalaenopsis sp.,(a) dosis de
25mg/L~1(AgNPs), (b) dosis 50mg/L~1(AgNPs),(c) dosis 75mg/L 1(AgNPs) y dosis
100mg/L~1(AgNPs),

Respecto a las raices de Guzmania sp.el crecimiento fui miniritario en todas las dosis de
nanoparticulas de plata (AgNPs).

Figura 35

Fisiologia de la especie Guzmania sp.

Nota: Sistema raidicular de la especie Guzmania sp. con una dosis de 75mg/L™*(AgNPs).



90

Capitulo V
Discusion
Caracterizacion morfolégica de las (AgNPs)

Existen un sinnimero de técnicas basadas en métodos quimicos y fisicos para la sintesis
de nanoparticulas metélicas que implica un elevado costo, toxicidad y su proceso de fabricacion
largo, entre otros, ( Ying Loo & Woei Chieng, 2012). En los ultimos afios se han implementado
alternativas ecoldgicas para la sintesis de nanoparticulas denominado método verde a partir de
microorganismos y plantas, segun (Garcia Soqui M. A., 2016) considera que las plantas
contienen un sin numero de compuestos bioactivos: polifenoles, alcaloides, flavonoides y taninos
gue se destacan por sus propiedades antioxidantes y su capacidad reductora. En el presente
trabajo se aplico el método verde (bottom up) para la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs)
a partir de las hojas de té verde. Segun (Hasnain, Hasan Naqvi, & Lgbal, 2022) afirma que el té
verde (Camelias sinensis) estd compuesto por catequinas que en su estructura poseen grupos
hidroxilos que actian donando electrones de Ag* reduciéndose a Ag°. Para mejorar el
rendimiento de las nanoparticulas (AgNPs) se aplico la metodologia propuesta por (Widatalla,
Yassin, & Alrasheid, 2022) con pequefias modificaciones ajustando el pH del extracto de té verde
(Camelias sinensis) con hidréxido de sodio (NaOH), corroborado por (Gordon Falconi, lannone,
& Debut, 2021) que manifiesta que los polifenoles al cambiar su pH de acido a alcalino genera
una desestabilizacién formando el ion fenéxido adquiriendo la capacidad de donar electrones al
precursor metalico (AgNO3) obteniendo plata Ag® para mejorar la estabilizaciéon y evitar
aglomerados, segun (Fletes Hernandez , 2016), para una mejor sintesis bioldgica se debe
considerar la naturaleza del extracto, el precursor metdlico, la concentracién, el pH, la
temperatura, el tiempo que se relaciona con la velocidad de reduccion de las nanoparticulas y el
rendimiento entre otros.

La formacién de (AgNP;) presentes en la solucion coloidal (véase en la figura 13), se

evidencio por el cambio de coloracién, (amarrillo-marrén oscuro) después de 30 minutos, como
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lo menciona ( Rajput, Paul, & Durve-Gupta, 2020) en su investigacion, los iones de plata se
reducen a nanoparticulas de plata al estar en contacto con el agente reductor, De acuerdo a, lo
gue afirma (Fletes Hernandez , 2016) ocurre un cambio de coloracion desde el amarillo, rojizo,
marrén y café oscuro; que demuestra la reaccidon mencionada, ademas la cantidad del extracto
acuoso (agente reductor) y el nitrato de plata (precursor metélico) va influir en la sintesis. Segun
( Espinosa Cavazos & S4enz Galindo, 2021), las plantas actian como agentes estabilizantes
debido a su composicion quimica mediante la participacion de enzimas que son capaces de
generar estabilizacion en la sintesis y potencializar sus propiedades.

Las propiedades Opticas de las nanoparticulas de plata (AgNPF;),son distintas al
interaccionar con la luz. Por esta razon durante la sintesis se realizé un analisis preliminar
utilizando la técnica de espectrofotometria UV-vis. Lo que se justifica con lo que dice (Gordon
Falconi, lannone, & Debut, 2021), las nanoparticulas de plata tiene la capacidad de absorber
cierta longitud de onda en el rango de 380 nm a 480 nm rango dentro del cual se obtuvo un rango
de deteccion de la muestra en 411nm, (véase en la figura 14), ademas, se evidencio estabilidad
en las nanopatrticulas de plata (AgNP,), ya que no se present6 la formacion de mas picos por lo
tanto se considera un proceso de sintesis eficiente y sin aglomerados. Segun ( Esquivel-
Figueredo, 2021) describe que el tipo de especie vegetal va a influir en la morfologia y el tamafio
de la nanoparticulas de plata (AgNF;).

En el analisis cristalogréfico de difraccion de rayos X confirmé la presencia de plata (Ag°)
en el pico de difraccion 38° en el plano 111, segun (Gordon Falconi, lannone, & Debut, 2021) los
cuales son establecidos por la base de datos de estructuras cristalinas (ICSD). La determinacion
del tamafio de las nanoparticulas de plata (AgNP;) se realizé mediante la ecuacion de Sherrer
obteniendo un tamafio de 8.44nm similar a lo que ( Esquivel-Figueredo, 2021), obtuvo del té
verde (Camelias sinensis) con un tamafio entre 5-11nm cuya forma es esférica. Con respecto al
andlisis de composicion quimica elemental (EDS), (véase en la figura 16) se logré determinar la

presencia de plata en las (AgNP;) siendo los m&s prevalentes con un pico maximo en 2.983 keV.
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Como se observa en el mapeo elemental en el literal (a), se logra visualizar que la plata (Ag) es
el Z mayor (gris brillante) con un nimero atomico de 47 y el carbono, Z menor (negro) con un
namero atdmico de 6 que esta presente por el recubrimiento de la cinta de carbono que se usa
para la preparacién de la muestra por lo tanto se sustenta con la investigacion de (Fletes
Hernandez , 2016). El mapeo elemental permitié distinguir la plata (rojo) del oxigeno (verde) cuya
presencia en la muestra se justifica debido a que la sintesis se realiz6 en medio acuoso y que la
muestra que al estar en el ambiente tiende a oxidarse (Pereyra & Paterlini, 2018). Con respecto
al SEM no logro determinar el tamafio de la nanoparticulas pero se logré visualizar la presencia
de estas.

Mediante microscopia electronica de trasmisién (TEM) se logré determinar el tamafio de
las nanoparticulas de plata (AgNPs) a partir del extracto de las hojas de té verde (Camelias
sinensis). De acuerdo con (Alvarracin Baculima & Cuenca Leén, 2021), el tamafio de las
nanoparticulas (AgNPs), debes ser menores a 10 nm para mejorar sus propiedades
antimicrobianas de tal forma que en este trabajo se obtuvo un tamafio de diametro promedio de
44,35 nm + 4,032 nm, (véase en la figura 18) considerando que el tamafio no era homogéneo y
estaban dispersas. Adicionalmente se determiné los tamafios mas relevantes obtenidos en el
histograma a una escala de 5 a 10 nm obteniendo un diametro de 9.38 nm que coincide con el
método de caracterizacion de difraccién de rayos X.

Determinacion del efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de plata (AgNPy)

Los explantes de las especie de Guzmania sp., y Phalaenopsis sp., no presentaron
contaminacion microbiana en ninguna de las dosis de 25mg/L™1,50mg/L™t,75mg/L™t y
100mg/L™1. Segln (Alvarracin Baculima & Cuenca Ledn, 2021) considera que el efecto
antimicrobiano de las (AgN Ps) esta relacionado con el tamafio <50 nm haciéndolas mas reactivas
mejorando sus caracteristicas y propiedades. Las (AgNPs) sintetizadas a partir del té verde

(Camelias sinensis) presentaron un tamafo acorde a la literatura. Con respecto a su efecto
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antimicrobiano, ( Mongue , 2009), afirma que las (AgN Ps) liberan iones de (Ag) que son reactivos
y téxicos para los microorganismos. Por otra parte ( Bélteky & Rénavari , 2021) describe que las
nanoparticulas de plata (AgNPs) menores a <20 nm se adhieren con mayor facilidad en la pared
celular y la membrana citoplasmética de la bacteria generando permeabilidad celular
destruyendo por completo la envoltura bacteriana y provocando una lisis celular. ( Bruna & Jara
, 2012), sustenta que los iones de plata son capaces de afectar la respiraciébn bacteriana
inactivando reacciones enzimaticas y destruyendo el ADN alterando su estructura. Cominmente
los explantes de Guzmania sp., y Phalaenopsis sp., en su mayoria son atacados por hongos, el
mas prominente en ambas especies fue penicillium recubriéndolos por un micelio blanco que al
liberar una gran cantidad de esporas presenta una coloracion verde, (véase en la figura 19), por
lo que se puede corroborar con ( Vazquez Mufioz , 2017) que las (AgNPs) tiene un efecto
antifungico con las levaduras y hongos filamentos, sin embargo el mas estudiado es el género
candida, con respeto a su mecanismo de accion antifugico las (AgNPs) perturban las estructura
celular afectando la morfologia y dafiando la pared celular compuesta por quitina, ademas de
inactivar procesos enzimaticos que les permite segregar sustancias toxinas.
Efecto de nanoparticulas de plata (AgNPy) con respecto al desarrollo fenotipico

El estudio demostré efectos positivos de las (AgN Ps) mejorando el crecimiento en el largo
de la hoja y un mayor nimero de hojas en la especie Guzmania sp., mientras que en la especie
Phalaenopsis sp., se obtuvo un mayor crecimiento en el sistema radicular, lo cual es sustentado
por (Salachna, 2019) afirmando que las nanoparticulas de plata no solo inhiben el crecimiento
microbiano sino que también actdan en calidad de bioestimuladores para mejorar la propagacion
y el crecimiento de plantas. Por otra parte las raices de la orquidea Phalaenopsis sp., presentaron
un rapido crecimiento en el largo, ancho y grosor de la raiz al recibir las dosis de (AgNPs), (véase
en la figura 22) por lo tanto se corrobora con ( Khan & Zahoor , 2023) que las (AgNPs) influyen

el crecimiento radicular y que ademés estimulan a las raices mejorando su capacidad de
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absorcion, sin embargo (Guzman Baez & Gomez Merino, 2021) manifiesta que las (AgNPs)
también pueden estimular la sintesis de giberalinas y fitohormonas que participan en la
germinacion de semillas, enraizamiento, elongacion celular y brotes dependiendo de su
concentracion. Las especies Guzmania sp., y Phalaenopsis sp., al aplicarse las dosis de
nanoparticulas de plata (AgNPs) se logré evidenciar que las hojas presentaron un aspecto sano,
libre de enfermedades, vigorosidad y un color verde intenso mejorando la fisiologia de la plata
como afirma (Guzman Baez & Gomez Merino, 2021) que las nanoparticulas de plata (AgNPs)
pueden aumentar las concentraciones de los macronutrientes principalmente del nitrégeno para
evitar el amarillamiento en las hojas, el fosforo para estimular el sistema radicular, el potasio que
evita la marchitez y clorofila. Segin ( Rajput & Samrat, 2020) afirma que las dosis de 25mg/L™!
y 50mg/L™1son ideales para obtencion de brotes y raices que se corrobora con lo obtenido en la
especie Phalaenopsis sp.

Por otra parte ( Khan & Zahoor , 2023) recomienda establecer dosis de (AgNPs) para
evitar impactos negativos considerando el tipo de especie vegetal, el tamafio de la particulas y
la concentracién que puede a ver influido en el desarrollo radicular de la especie Guzmania sp.,
requiriendo un menor concentracion. Es evidente que los explantes de las especies Guzmania
sp., Y Phalaenopsis sp., se desarrollaron en un medio artificial en condiciones controlas, sin
embargo al adicionar (AgNPs) se evidencidé que en la aclimatacion ex vitro, los explantes no
generaron estrés al estar en un nuevo ambiente sin condiciones controladas, por lo tanto (
Nawaz, Magsood, & Batool, 2023) sostiene que las (AgNPs) provocan que las plantas sean
tolerantes a las sequias y al estrés dado por un factor biético o abiotico. Segun (Yan & Chen,
2019) el mecanismo que realizan las (AgNPs) para ingresar a la planta es por la raiz rompiendo
la pared celular y la membrana plasmatica de la capa epidérmica, las nanoparticulas de plata

gue presentan un tamafio menor a >50nm pueden ingresar a los tejidos vasculares, ser
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absorbidas y transportadas a las hojas u otros 6rganos, sin embargo las nanoparticulas que

tienen un gran tamafio no ingresan a las células vegetales siendo eliminadas.
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Capitulo VI

Conclusiones.

Se determind que la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) usando té verde
(Camelia sinensis sp.), fue exitosa debido a que su tamafo fue menor >50 nm mejorando sus
propiedades antimicrobianas.

Se comprobd que las nanoparticulas de plata (AgN Ps) tuvieron un efecto antimicrobiano
en los explantes de Guzmania sp., y Phalaenopsis sp., en condiciones in vitro con un diametro
de 44,35 nm £ 4,032 nm que se logré evidenciar a partir de los métodos de caracterizacion.

Respecto al desarrollo fenotipico de las especies Guzmania sp., y Phalaenopsis sp., que
concierne a los datos cuantitativos, se obtuvo diferencia significativa en el factor A: el tipo de
especies, factor B: dosis de (AgNPs), en el factor C: el desarrollo fenotipico y la interaccion AB,
concluyendo que la especie Guzmania sp., presento un mayor crecimiento respecto al largo de
la hoja con una dosis de 100mg/L™* en la aclimatacion ex vitro. En cuanto al nimero de raices
se obtuvo una mayor proliferacion de brotes en la especie Phalaenopsis sp., mayoritariamente
en las concentraciones de 25mg/L™! y 50mg/L™! y finalmente el mayor nimero de hojas se
obtuvo en la especie Guzmania sp., en la dosis 50mg/L™1.

En el analisis cualitativo se evidencié que las dosis de nanoparticula de plata (AgNPs)
mejoraron la fisiologia externa de ambas especies: en las hojas, brotes, raices y vigorosidad.

Recomendaciones.

Recomiendo que la sintesis verde es un método ecoldgico para la obtencién de
nanoparticulas de plata (AgNPs) siendo muy econdémico, viable y amigable con el ambiente.,
ademés considero que el té verde (Camelia sinensis sp.), es un gran agente reductor muy
eficiente por sus propiedades antioxidantes y un sinnimero de compuestos polifendlicos que

posee.
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Respecto a la actividad antimicrobiana recomiendo aplicar dosis de (AgNPs) en otras
especies que sean mas susceptibles a la contaminacion antibacteriana por ejemplo la mora de

castilla (Rubus glaucus) vy la frutilla (Fragaria sp.), ademas evaluar su desarrollo fenotipico.
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