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RESUMEN

Actualmente en el area de la agricultura, uno de sus mayores retos es mejorar la etapa de
desarrollo de una planta, por ello resulta relevante explorar nuevas herramientas biotecnoldgicas
para mejorar diversos procesos, por ejemplo, el rendimiento de las semillas. Para ello se
consideran protocolos fisicos, quimicos, entre otros. En particular, en este trabajo se propone un
pretratamiento fisico para semillas de Agave tequilana empleando campos magnéticos oscilantes.
En este trabajo se analizaron los efectos de diferentes configuraciones de campos magnéticos
oscilantes en semillas de Agave tequilana. Los parametros fueron el tiempo de exposicion y el
tipo de configuracion de los campos magnéticos oscilantes: campos magnéticos biaxiales (2D) y
campos magnéticos triaxiales (3D) a los que se exponen las semillas. Posteriormente, se
implementd una metodologia de tres fases: la primera fase fue la interaccién entre el campo
magnético oscilante y la semilla, seguido del protocolo de desinfeccion de esta. Ademas, se
comparé el efecto del medio del cultivo in vitro en medio Agar-agua (A.A) y medio Murashige y
Skoog (MS), donde se efectuaron mediciones del crecimiento de la plantula en dos intervalos de
tiempo. La segunda fase fue el proceso de aclimatacion y finalmente, en la tercera fase se
realizaron cuatro pruebas antioxidantes: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), Poder Antioxidante
Reductor Férrico (FRAP), Capacidad de Absorcion de Radicales Reductores de Cobre
(CUPRAC) y Folin-Ciocalteu (Folin) con el fin de evaluar el efecto bioldgico de la exposicion y la
capacidad de inhibicibn de radicales libres de los tratamientos de Agave tequilana,
posteriormente se realizé el analisis estadistico de los resultados. A partir de esta metodologia
se encontrd que el mejor tiempo de exposicion de las semillas de Agave tequilana corresponde
a quince minutos para campos magnético triaxiales en el medio de cultivo de A.A, mientras que
para el medio MS el mejor tiempo de exposicion fue de quince minutos para campos magnéticos
biaxiales. En la fase de elongacién no se presentaron diferencias significativas entre los tiempos
de exposicién y los medios de cultivo en el intervalo de tiempo analizado. En la ultima fase, las
pruebas de antioxidantes permitieron comprobar que se logré la inhibicién de radicales libres,
siendo etanol el solvente que destacd en los tratamientos realizados. Este trabajo aporta
informacion relevante para especies de Agave tequilana concluyendo que la aplicacion de
campos magnéticos oscilantes es beneficiosa en la aceleracion de la germinacién, asi como en
su actividad antioxidante, permitiendo explorar futuras aplicaciones en el area agricola y de
biotecnologia.



1. INTRODUCCION

El mundo de la agricultura se encuentra en un constante avance porque se busca cumplir el
propédsito de poder obtener una mayor cantidad de alimentos y asi satisfacer la alta demanda de
la poblacién, como consecuencia de su crecimiento exponencial. Ante esta problemética se han
creado nuevas tecnologias, herramientas y técnicas para poder obtener una mayor cantidad de
alimentos. En este proceso, el cuidado del medio ambiente ha sido relevante para que la industria
obtenga mayores cosechas, sin embargo, a largo de los afos se han estado utilizando distintas
herramientas como procesos quimicos, mecanizacion y tecnologia para incrementar la tasa de
cosecha (Valenzuela-Zapata,1985) que en consecuencia han provocado dafios al medio
ambiente. De modo que, las semillas son un punto clave para toda produccién agricola, ya que
dependiendo de su calidad fisioldégica es el éxito del cultivo. Comprender sus procesos de
germinacion, viabilidad y respuesta a distintos estimulos es fundamental para mejorar el
rendimiento y vigor de las semillas. Diversas investigaciones (Yastreb et al., 2025; Qian et al.,
2026) han buscado cumplir este objetivo mediante métodos fisicos, biotecnoldgicos y ecoldgicos.
La capacidad de germinar de una semilla depende de distintos factores como: los nutrientes
disponibles, la calidad de la semilla, asi como de las condiciones ambientales. Aunque en la
recoleccién se obtenga una gran cantidad de semillas, no todas logran germinar, ya que este
proceso esta determinado por la capacidad fisioldgica que la planta madre les pudo dar y
factores como la sequia, el estrés ambiental o los efectos del cambio climético pueden afectarla,
ocasionando que las semillas resulten latentes o poco viables. Incluso si se siembran bajo
condiciones favorables, las semillas no germinaran adecuadamente porque no alcanzaron a
desarrollarse con el vigor necesario (Waterworth et al., 2024; Nadarajan et al., 2023).

En el caso de México existen muchas semillas que son de interés no sélo para la industria
agricola, también para la comunidad cientifica, ya que su preservacion es de vital relevancia.
Particularmente, en México existe una variedad de suculentas, una de las mas emblematicas con
un enfoque cultural para las personas es Agave Tequilana Weber Azul (A. tequilana). De acuerdo
con Jiménez-Barrdn y colaboradores (2020) y Davis & Ortiz-Cano (2023), se afirma que esta
especie se ha reclasificado en las familias Asparagaceae y Agavoideae. Esta planta se
caracteriza por ser nativa de las regiones aridas de México, ademas de ser considerada parte de
su historia y simbolo representativo del pais (Gentry,1982; Nobel,1988,). Al ser una suculenta
tiende a retener mas agua debido a sus hojas largas y gruesas dandole la capacidad de poder
adaptarse a regiones éridas.

A. tequilana tiene la capacidad de resistir a climas aridos, lo que le permite tener la capacidad
fisioldégica caracteristica de las suculentas; la retencidbn de agua. Posee un sistema de
almacenamiento el cual se asemeja al metabolismo acido de las crasulaceas (CAM, por sus
siglas en inglés Crassulacean Acid Metabolism), dicha via permite que las plantas, como las
especies de agaves y cactaceas, puedan prosperar en condiciones de sequia, ya que fijan el
diéxido de carbono (CO.) del ambiente en la noche, esto se logra gracias a la apertura de los
estomas en temperaturas bajas permitiendo minimizar la pérdida de agua, ya que en el dia los
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estomas permanecen cerrados para resistir a las altas temperaturas (Acosta et al., 2021;
Ramirez et al., 2014) .

En el caso de los agaves silvestres su forma de reproduccion se logra de manera sexual a partir
de semillas, donde su floracion es sélo una vez en su vida (Ramirez et al., 2014)). Uno de los
principales polinizadores para esta especie son los murciélagos: sin embargo, a lo largo de los
afios los agaves ha sido domesticados por el ser humano, es decir, son propagados y
seleccionados durante varias generaciones bajo condiciones agricolas controladas, provocando
una disminucion de su variabilidad genética, ya que optan por utilizar una reproduccién asexual
a partir de los hijuelos, que es mas rapida, incrementado su produccién industrialmente para la
obtencion de una bebida muy famosa conocida como tequila (Pinal et al., 2009; Bautista et al.,
2022). A. tequilana se obtiene esta bebida tradicional mexicana (Aleman-Nava et al., 2018); sin
embargo, para su proceso de elaboracion se necesitan cortar las hojas dejando el centro
conocido como jima o pifia. Este corte se realiza siempre y cuando la planta haya llegado a su
punto de maduracién, que normalmente se alcanza en un tiempo aproximado de 7 a 10 afios, y
es el punto clave para beneficiar a los productores que se dedican al tequila (Muria, 2016). Esta
especie es considerada una planta de lento crecimiento, inicialmente su reproduccion era por
semillas, pero actualmente se prefiere usar hijuelos. Si bien su desarrollo lleva su tiempo para
obtener plantas en buen estado, este tipo de propagacion ha provocado que las cosechas sean
mas propensas a plagas desencadenando el uso de pesticidas.

Por ello, la comunidad cientifica y la industria agricola buscan encontrar técnicas que mejoren no
sélo el proceso de produccion del tequila, sino desde las etapas iniciales de las semillas de A.
tequilana. Siendo de suma relevancia identificar si las semillas tienen la capacidad de germinar,
lo cual se logra realizando una evaluacion y cuantificacién por medio de pruebas de viabilidad.
En el caso de las semillas de A. tequilana, la prueba de vialidad més empleada ha sido por medio
de ensayos de germinacion en papel filtro (Tang et al., 2019; Ranucci et. al 2024; Foschi et al.,
2022).

El propésito de hacer pruebas de viabilidad es identificar si en la semilla, el cotiledén logro
desarrollarse correctamente (Van der Walt & Witkowski 2017; Baskin & 2014) ya que, si la planta
madre tuvo un buen desarrollo, sus semillas tendran un buen vigor. Factores como la disminucion
de variabilidad genética ha hecho que se deje de lado la propagacion por medio de semillas, si
bien se han implementado nuevas técnicas como la micropropagacién (cultivo in vitro) a partir de
otro tipo de explante, A. tequilana se ha resguardo en bancos de germoplasma que consisten en
tener esta especie bajo condiciones que permitan preservar su viabilidad a largo plazo. En su
micropropagacion se ha usado el medio Murashige y Skoog (MS) suplementado con hormonas,
donde han observado que al usar como explante yemas axilares se logré desarrollar
factiblemente a partir de un sustrato (vermiculita) para género agave, observando que es posible
desarrollarse sin la necesidad de mas nutrientes (Ramirez-Tobias et al., 2014). Algo importante
a destacar es que para el caso de la semilla A. tequilana la informacién sobre su cultivo in vitro
es escasa. Sin embargo, los resultados encontrados por Vazquez-Martinez y colaboradores
(Vazquez-Martinez et al., 2021) indicaron una diferencia entre usar un medio de cultivo como MS
a usar un Agar-Agua (A.A) porque este medio seria un sustituto de usar un sustrato. Este paso
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es crucial a nivel de laboratorio, ya que adecuar un protocolo que, bajo condiciones controladas,
permita que las semillas de A. tequilana se puedan desarrollar en un medio de cultivo, ademas
que través de un perfil antioxidante se pueda identificar si una planta logra aumentar su actividad
antioxidante, ya sea por medio de la exposicién a un estimulo fisico o quimico. Especialmente,
realizar pruebas antioxidantes es clave en las semillas para determinar y asegurar que el
resguardo de la especie se realizd correctamente; en el caso de la semilla de A. tequilana el
tiempo de resguardo se encuentra entre sus dos primeros afios de vida, por lo que es posible
determinar si el resguardo de un lote se llevo a cabo correctamente a partir de que su actividad
antioxidante.

Gracias a la biotecnologia, el area agricola ha obtenido nuevas tecnologias y/o técnicas para
obtener un mejor rendimiento de sus cultivos. Para ello se han recurrido a diversos
pretratamientos, algunos de ellos combinan los conocimientos de Fisica y Biologia, resultando
en protocolos novedosos por disminuir el tiempo de germinacion de las semillas. Particularmente,
el uso de campos magnéticos en la germinacion y crecimiento de semillas ha resultado de gran
relevancia. da Silva y Dobranszki (2015) realizaron una revisién concisa sobre la influencia de
campos magnéticos y eléctricos en el crecimiento y desarrollo de plantas in vitro, en donde
encontraron que los campos magnéticos estaticos o constantes aplicados a explantes pequefios
estimulan su crecimiento (da Silva y Dobranszki, 2015). En el caso concreto de semillas de maiz,
las investigaciones concluyeron que la exposicion de estas semillas secas a campos magnéticos
constantes mejoro el crecimiento de brotes y raices (Vashisth, & Joshi, 2017). Sin embargo, la
exposicion de semillas de trigo marzal y mostaza blanca a campos magnéticos estaticos no
aumenta la masa seca de las plantulas (Ilvanov & Sokolova, 2025). Estas discrepancias en el
efecto de campos magnéticos en la germinacion y crecimiento de semillas plantean una
problematica que, en caso de resultar efectiva, generaria una nueva metodologia que puede ser
crucial para el desarrollo tecnolégico de la agricultura actual.

En el presente trabajo buscamos determinar los efectos de campos magnéticos oscilantes en la
germinacion y crecimiento de semillas de A. tequilana considerando como parametros el tiempo
de exposicion, la configuracion de los campos magnéticos y el medio de cultivo in vitro.
Adicionalmente, se han incluido pruebas antioxidantes para determinar la capacidad de
eliminacion de radicales libres de las plantas posterior a la exposicion de las semillas a los
campos magnéticos oscilantes. Resaltando que la informacion sobre la estimulacion con campos
magnéticos constantes y campos magnéticos oscilantes en semillas de A. tequilana es nula.



2. ANTECEDENTES

2.1 Germinacion

Para el género Agave se ha dejado de lado la reproduccién sexual, la cual se realiza a través de
semillas; sin embargo, este tipo de reproducciéon es importante retomarla porque permite
entender los procesos de germinacion, asi como el efecto de diversos estimulos en el tiempo en
gue estos procesos ocurren. Diversas investigaciones han elegido trabajar con otro tipo de
explante como son las yemas (Bautista-Montes et al., 2022) u hojas (Ramirez-Malagén et al.,
2008) dejando de lado el usar semillas, pero la Biotecnologia ha buscado aplicar diversos
tratamientos quimicos a partir de sintetizar reguladores de crecimiento que permitan simular las
fitohormonas naturales que la planta posee para su desarrollo (Ramirez-Malagon et al., 2008).
En otros estudios se evallo la germinacion en papel filtro donde a través de un proceso de
inmersién con un compuesto sintetizado se vio el efecto en semillas Agave guiesbreghtii a
diferentes tiempos, donde el mejor tratamiento germino en el quinto dia (Lara Morales, L. 2023).

2.2 Micropropagacion de A. tequilana

El desarrollo de la planta depende de diferentes factores, por ende, alcanzan su madurez en un
periodo extenso; siendo éste el principal problema para los productores. A lo largo de los afios
se han desarrollado nuevas estrategias para acortar dicho tiempo. Si bien la germinacion de
semillas para los agricultores ya no es una via factible porque conlleva esperar mas tiempo (lo
mas usado es la siembra de hijuelos, ya que permiten obtener una planta madura en menor
tiempo), se siguen buscando nuevas alternativas para la produccion masiva de A. tequilana. En
los ultimos afios se ha evaluado la propagacioén in vitro (micropropagacion) de A. tequilana como
una nueva alternativa. Esto se debe a que permite obtener un gran nimero de plantas libres de
patégenos en un menor tiempo, siendo la principal ventaja para una produccién a gran escala.
La parte vegetal que mas se usa son las yemas axilares. La micropropagacion se ha logrado
gracias a fitohormonas, siendo la principal caracteristica para obtener resultados prometedores
para propagacion de A. tequilana (Bautista-Montes et al., 2022; Delgado-Aceves et al., 2021).



2.3 Estimulaciones en semillas agricolas

Distintas investigaciones han usado campos magnéticos, en especifico campos magnéticos de
diferentes intensidades, algunas investigaciones con un tiempo especifico y otros con un mismo
tiempo, en estas investigaciones se han usado semillas alimentarias como: maiz (Vashisth &
Joshi, 2017), garbanzo (Vashisth & Nagarajan et al., 2008) y tomate (Efthimiadou et al., 2014)
semillas ornamentales, como las de girasoles (Vashisth & Nagarajan, 2010) y zinnia (Afzal et al.,
2016), o semillas agroforestales, como pino pifionero (Kirdar et al., 2016).

Las investigaciones sobre el efecto de campos magnéticos en semillas y plantas son, en su
mayoria, realizadas bajo campos magnéticos estacionarios (Tang et al., 2015; Mahajan & Pandey,
2014; Kataria et al., 2017), esto se debe a la facilidad para construir dispositivos que generen
estos campos magnéticos, ya sea por medio de imanes de Neodimio (Koukounaras et al., 2023)
o por bobinas de Helmholtz (Minucci et al., 2019). Este ultimo dispositivo fue utilizado en semillas
de Calotropis procera (Bezerra et al.,, 2023), las cuales fueron expuestas durante 5 dias a
diferentes intensidades (0, 0.5, 1.0, 2.0 mT) de campo magnético. El objetivo de la investigacion
fue evaluar la germinacion e identificar la intensidad del campo magnético mas favorable, los
experimentos fueron realizados bajo condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo.
Bezerra y colaboradores (Bezerra et al., 2023) encontraron que la mejor respuesta fue cuando la
intensidad del campo magnético era de 2 mT, a partir de la cual evaluaron el porcentaje de
germinacion, la tasa de germinacion, la muestra fresca y seca de las semillas o plantulas. Como
resultado, identificaron un aumento notable en la tasa de germinacion de 65% a 90%, donde las
semillas tratadas presentaron mayor materia fresca y seca al inicio del germinado. Ademas, por
medio de novedosas pruebas como el ensayo TUNEL y contenido de H,O, destacaron que la
integridad del ADN en las semillas se preservé y concluyeron que los campos magnéticos
estacionarios favorecieron los procesos fisiol6gicos como la captacion de agua, la activacion
enzimatica y el transporte de iones. Otros estudios realizados en semillas de frijol comudn o
Phaseolus vulgaris L. (Mroczek-Zdyrska et al., 2016) concluyeron que hubo un aumento en su
actividad mit6tica en células meristematicas cuando la intensidad de campo del campo magnético
fue del130 mT. Asimismo, en la planta Arabidopsis thaliana, una de las mas importantes para la
biotecnologia vegetal porque han logrado modificarla genéticamente, se reporté que usando una
intensidad de campo mucho menor (40 mT) el efecto de los campos magnéticos estacionarios
dio como resultado una alteracion de genes relacionadas con el ciclo circadiano (Agliassa &
Maffei, 2019).

No sélo las semillas se han expuesto a campos magnéticos estacionarios, también se ha
continuado la exposicion una vez que la semilla germina y la plantula esta presente. Ercan y
colaboradores (Ercan et al., 2022) realizaron estudios en la germinacién, la longitud de raices y
brotes, la fluorescencia de la clorofila, la absorcion de nutrientes, y las propiedades magnéticas
del tejido vegetal de semillas de cebada (Hordeum vulgare L.). En este estudio expusieron
semillas y plantulas a diferentes intensidades de campo magnético: 20, 40, 125 y 250 mT.
Encontraron que en intensidades de campos magnéticos menores a 125 mT, 70 % de las semillas
germinaron después de 4 dias. Sin embargo, al incrementar la intensidad del campo magnético
a 250 mT, la germinaciéon disminuyo al 30% y por medio de microscopia confocal observaron
dafio celular en las raices. Ademas, realizaron un analisis de la absorcién de nutrientes en hojas
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y raices por medio de pruebas de espectroscopia de emisién atdbmica de plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES), como resultado encontraron una diferencia significativa entre
macronutrientes (calcio, magnesio, potasio y fésforo) y micronutrientes (hierro, boro, cobre,
manganeso, zinc y molibdeno), los niveles de macronutrientes decrecieron al aumentar la
intensidad del campo magnético, pero los micronutrientes incrementaron tanto en hojas, como
en raices. Ercan y colaboradores (Ercan et al., 2022) consideran que este comportamiento se
debe a que la membrana celular es la que interactian directamente cuando la célula es expuesta
a estimulos externos. Lo cual concuerda con lo reportado en las membranas plasmaticas de
semillas de tomate que fueron expuestas a campos magnéticos estéticos (Poinapen et al., 2013).

Asimismo, se han realizado estudios sobre como el pretratamiento con campos magnéticos
afecta la germinacion, la sintesis de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante de quinua
(Wang et al., 2024). Dicho experimento se realizé en cinco variedades de quinua, con distintas
intensidades y tiempos de exposicion al campo magnético. Wang y colaboradores (Wang et al.,
2024) encontraron que una exposicion de las semillas de quinua a campos magnéticos con una
intensidad de 10 mT promovi6 significativamente la germinacion y el crecimiento de las plantulas.
Ademas, este pretratamiento logré incrementar el contenido de compuestos y acido fendlicos en
las semillas, adicionalmente proponen que a partir de ciertas enzimas se puede mejorar la calidad
morfoldgica y bioquimica de las semillas germinadas.

En el caso de campos magnéticos oscilantes, se han realizado experimentos en semillas
alimentarias como las de rabano, en donde se realizaron evaluaciones en el efecto de campos
magnéticos estacionarios y oscilantes a partir del indice de vigor, el indice de tasa de germinacion
y la longitud de las plantulas (Konefat-Janoch et al., 2019). Konefat-Janocha y colaboradores
(Konefat-Janoch et al., 2019) concluyeron que la exposicion a campos magnéticos estacionarios
mejord significativamente la tasa de germinaciéon, ademas hubo un aumento en el indice de
respuesta germinativa (GRI) y la longitud de las plantulas. Sin embargo, consideraron que
estadisticamente no hubo evidencia suficiente para determinar el efecto de campos magnéticos
oscilantes. En el caso de semillas de trigo también se analizé la influencia de su tamafio al
exponerse a campos electromagnéticos (Cecchetti et al., 2022). En este trabajo analizaron el
efecto de colocar por veinticuatro horas semillas de trigo de dos tipos: semillas grandes y semillas
pequefias dentro de un dispositivo que generaba un campo electromagnético de intensidad de 7
mT vy frecuencia de 50 Hz, ver Figura 1. Como resultado hubo una germinacién y crecimiento
mas rapido a diferencias de los controles, destacando que los campos electromagnéticos
estimularon principalmente la germinacién y el crecimiento temprano de las raices y los
coledptilos de semillas grandes en la oscuridad. Otra semilla tratada fue la de girasol, la cual se
expuso a campos magnéticos generados a partir de corriente alterna rectificada de onda
completa. Las semillas se expusieron a intensidades de campos de 50, 100 y 150 mT durante 5,
10 y 15 minutos, donde los resultados mostraron que el tratamiento magnético optimizado (100
mT por 10 min) mejoro significativamente la germinacion. Este estudio evidencié que se pueden
inducir modificaciones fisiol6gicas y bioquimicas en semillas, mejorando su desempefio y
produccion (Afzal et al.,2016).
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Figura 1. Representacion del dispositivo generador de campos electromagnéticos generados por un solenoide donde
se colocaron semillas de trigo de diferentes tamafios. Adaptada de Cecchetti et al., (2022).

En diversos estudios se ha demostrado que la exposicion de semillas a campos magnéticos
puede mejorar la germinacién, el vigor y el desarrollo temprano de plantulas, estos se han
centrado en especies agricolas ampliamente estudiadas. Los resultados han identificado que la
estimulacion pude influir en la actividad enziméatica, sin embargo, la mayoria se centra en el uso
de campos magnéticos estacionarios, dejando de lado el estudio del impacto de campos
magnéticos oscilantes en las semillas. Esta limitaciébn es aiun mayor en especies de interés
ecoldgico y econdmico, como lo son las semillas A. tequilana, donde la informacion es escasa o
practicamente inexistente. Por ello, surge la necesidad de investigar si la aplicacion de campos
magnéticos oscilantes puede influir en una etapa de las semillas, permitiendo establecer bases
para un posible uso biotecnoldgico o agronémico de este tipo de estimulos fisicos.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La propagacion a nivel industrial de A. tequilana a partir de hijuelos ha provocado la disminucién
en la variabilidad genética y ha traido consecuencias relevantes, ya que la reproduccion sexual
mediante semillas es escasa porgue se ha dado preferencia a la reproduccion asexual, por ser
una propagacion mas rapida; sin embargo, la reproduccién por semillas ha presentado ser poco
eficiente debido a la baja viabilidad y germinacion irregular. Ante esto la industrializacion del
cultivo de A. tequilana estd causando una pérdida de diversidad de esta majestuosa planta,
ademas se ha afectado a diferentes polinizadores como los murciélagos. Estas limitaciones
dificultan el establecimiento de estrategias para la conservacion genética, por lo que es necesario
explorar nuevas alternativas que mejoren el proceso de germinacion, adicionalmente se busca
gue estas sean sustentables y no solo puedan beneficiar al ser humano, también al medio
ambiente.

En este contexto, el uso de campos magnéticos resulta una técnica poco explorada, pero que
podria ser considera prometedora como una opcion de pretratamiento para estimular la
germinacion u otra etapa de desarrollo de la planta. Si bien, diversas investigaciones han
demostrado que existen efectos positivos en especies agricolas, aun existe una gran brecha y
escasa evidencia cientifica sobre su aplicacion en la semilla A. tequilana, particularmente, el
efecto de campos magnéticos oscilantes. Esta problematica abre una linea de investigacién con
el fin de investigar si este tipo de estimulacion puede favorecer la germinacién y el vigor de las
semillas de agave. Ademas de establecer antecedentes que puedan contribuir a la mejora de su
propagacion y el aprovechamiento sostenible.

4. JUSTIFICACION

El uso de campos magnéticos estaticos en semillas agricolas ha mostrado efectos prometedores
sobre la germinacion, el vigor, el crecimiento temprano, entre otros, en diversas especies
agricolas. Los resultados indican que la exposicion ante campos magnéticos estaticos puede
mejorar la velocidad de germinacion, la supervivencia de plantulas y el incremento en factores
fisiolégicos para que la planta cumpla con su ciclo de vida.

De manera que, resulta interesante analizar el efecto de campos magnéticos en semillas que
sean relevantes por su impacto agricola, particularmente, las especies del género Agave, y en
especifico A. tequilana presenta una gran importancia econémica y ecoldgica; pero a pesar de
gue la produccién de sus semillas es grande, se presenta una baja viabilidad en el desarrollo de
una planta madura, ya que es una planta de lento crecimiento. Por lo que, proponer un método
gue acelera la germinacion de estas semillas sera de gran utilidad en disminuir el tiempo de
produccion.

En este trabajo se considera que el uso de campos magnéticos oscilantes representa un método
innovador en la germinacion de semillas de Agave tequilana. Ademas de establecer precedentes
en nuevos protocolos que mejoren o0 aumenten la propagacion de las semillas considerando que
estos métodos de estimulacion fisica son una alternativa a los métodos quimicos, en los cuales
su impacto ambiental ha afectado incluso la preservacion de las semillas.



5. HIPOTESIS

La estimulacion de semillas de Agave tequilana por medio de campos magnéticos oscilantes
favorece la germinacién de estas semillas. Este tipo de estimulacion fisica representa un método
innovador que permitird mejorar procesos de absorcion de nutrientes y tiempo de produccion
agricola.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Analizar el efecto de campos magnéticos oscilantes sobre semillas de Agave tequilana
considerando distintos tiempos de exposicién y configuraciones de campos en cultivo in vitro
para determinar su impacto en el proceso de germinacion, crecimiento y desarrollo de plantulas,
asi como su capacidad para neutralizar radicales libres.

6.2 Objetivos particulares

e Evaluar el tiempo 6ptimo de exposicion y configuracion de campos magnéticos
oscilantes en el proceso de pretratamiento de semillas de Agave tequilana por medio
de la tasa de germinacion.

e Determinar y comparar el tiempo de germinacién de semillas de Agave tequilana que
fueron expuestas a campos magnéticos oscilantes y semillas de control considerando
dos tipos de medios de cultivo.

e Analizar el crecimiento de plantulas de semillas de Agave de tequilana expuestas a
distintos tiempos y configuraciones de campos magnéticos oscilantes, ademas de
medios de cultivo para identificar su influencia en el vigor.

e Evaluar la actividad antioxidante de plantulas provenientes de semillas de Agave
tequilana expuestas a campos magnéticos oscilantes para determinar el efecto en los
mecanismos de defensa ante estrés oxidativo.



7. MARCO TEORICO

7.1 Caracteristicas de Agave tequilana

Las plantas de Agave tequilana (A. tequilana) tienen un tamafo entre los 90 y 120 centimetros
de largo (Gentry,1982). Una de las caracteristicas méas relevantes de estas plantas es que sus
hojas son fibrosas firmes, lanceoladas, mayormente extendidas, concavas, mas anchas en el
medio, estrechas y engrosadas en la base. Generalmente, el color de sus hojas es azulado,
haciéndola una de las plantas mas maravillosas de México. Tiene una panicula entre 5y 6 metros,
ademds es densamente ramificada porque tiene entre 20 y 25 grandes umbelas compuestas de
flores verdes, las cuales tienen un tamafio entre los 68 y 75 milimetros de largo con estambres
rosados. Esta planta tiene una extension entre los 1.2 y 1.8 metros de altura con tallos cortos y
gruesos de entre 30 y 50 centimetros de altura en la madurez (Gentry,1982). Su cultivo sélo es
legal en municipios especificos en una zona del pais, pero por su comercializacion las zonas de
produccién han incrementado. En la figura 2 se visualiza la composicion de la semilla de A.
tequilana donde se muestra la testa y endospermo que protegen al embrién.

Figura 2. Partes morfologias de una semilla de A. tequilana: (a) testa, (b) endospermo y (c) embrién.

7.2. Pruebas de viabilidad

Una forma de identificar si la semilla tiene la capacidad de germinar, es decir, de convertirse en
una planta, es realizando una evaluacion y cuantificacién por medio de las pruebas de viabilidad.
Estas pruebas permiten analizar el estado fisiolégico de una semilla donde su origen y edad
influyen en su viabilidad, ya que si la colecta de semillas fue en una zona donde las plantas
madre no presentaron una buena polinizacién o fueron plantas con afecciones o patégenos, esto
les causaria una viabilidad en decadencia. Otro pardmetro relevante es el tiempo en que la
colecta es efectuada, ademas del tipo de almacenamiento, debido a que, si no se almacenaron
adecuadamente o hubo otro tipo de factores, como la variacibn en la temperatura, se
desencadenan cambios como una baja vialidad o baja capacidad de germinar (Hall et al., 2021).
El propdsito de hacer estas pruebas de viabilidad es para identificar si en la semilla, el cotiledon
logré desarrollarse correctamente. Anteriormente se realizaba la extraccion del embrion para
observar su desarrollo en un sustrato; sin embargo, actualmente existen nuevas técnicas que
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ayudan a comprobar la viabilidad de las semillas, por ejemplo; la prueba de tetrazolio, los ensayos
de germinacion en papel filtro, las pruebas de flotacion, entre otros (Van der Walt y Witkowski,
2017; Baskin & Baskin, 2014). A continuacion, se describen las técnicas mencionadas
anteriormente.

e Ensayos de germinacion en papel filtro

Los ensayos de germinacion en papel filtro consisten en colocar un papel filtro humedecido
dentro de una caja Petri y una muestra de las semillas de estudio bajo condiciones controladas,
es decir, a una temperatura, luz y humedad especificas con el objetivo de realizar la observacién
de germinacion a un determinado tiempo. La manera de identificarla es a partir de la salida de la
raiz embrionaria o radicula de la semilla. Esta prueba ha sido utilizada en la planta de A. tequilana
(Tang et al., 2019; Ranucci et. al 2024; Foschi et al., 2022).

La germinacién de las semillas es un proceso clave en el desarrollo inicial de las plantas, por lo
gue su evaluacion constituye un aspecto fundamental en estudios de fisiologia vegetal,
produccion agricola y biotecnologia vegetal. Para describir este proceso de manera integral, no
sélo se considera Unicamente el total de semillas germinadas, sino tamhbién como cambia con el
tiempo la germinacion.

En este contexto, el porcentaje de germinacion es uno de los pardmetros mas utilizados, ya que
expresa la proporcion de semillas que logran germinar bajo determinadas condiciones
experimentales. Una de sus caracteristicas es permitir estimar la viabilidad y capacidad de
germinar de un lote de semillas, pero no proporciona la rapidez del proceso (Espitia, Cardona &
Araméndiz, 2016).

Para complementar el proceso antes mencionado, una manera de evaluar la velocidad de la
germinacion es por medio del indice de velocidad de germinacion (IVG). Este parametro se
obtiene integrando el numero de semillas germinadas y el tiempo en que ocurre la emergencia,
es decir, cuando aparece la radicula en las semillas de A. tequilana. De esta forma, el IVG es un
indicador del vigor en las semillas, ya que valores elevados son caracteristicos de una
germinacion mas rapida y uniforme, mientras que valores bajos indican retrasos o baja viabilidad
en una semilla. El uso en conjunto del porcentaje de germinacién y el IVG ofrece una visibn mas
completa del comportamiento de la germinacion, favoreciendo la comparacion entre tratamientos
o condiciones experimentales (Ranal & de Santana, 2006; Tano, 2023).
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7.3. Micropropagacién
e Cultivo In vitro

El cultivo in vitro de plantas se ha convertido en una herramienta fundamental para la propagacion
y conservacion de especies vegetales, dicha técnica es usada para el crecimiento u obtencién
de una planta a partir de una semilla o explantes de esta, como puede ser la raiz, la hoja, las
yemas vegetativas, etc. Para ello, las semillas se colocan en un recipiente de vidrio o plastico
usando como sustituto de la tierra un medio de cultivo especifico bajo condiciones controladas
(IM & M, 2012).

El primer cultivo de tejidos vegetales fue hecho por el boténico aleméan Gottlieb Haberlandt
(Gautheret,1985). Si bien dicha técnica tiene sus inicios aproximadamente por la época del siglo
XX, actualmente gracias a la Biotecnologia, su uso no sélo es a nivel de laboratorio, también lo
es a nivel industrial, ya que es usado para la micropropagacion de especies vegetales para
ayudar al sector agricola. Un ejemplo es la micropropagacion de frutos rojos, como la fresa por
medio de biorreactores de inmersién, los cuales van aumentado los pigmentos fotosintéticos a
través de un medio liquido (Hwang et al., 2022).

Para que un medio de cultivo tenga resultados exitosos, las condiciones deben ser las 6ptimas
para evitar que los cultivos se contaminen. Estas condiciones son:

-La esterilidad, la cual permite que los cultivos estén libres de patdégenos que consiste en hacer
una desinfeccion minuciosa tanto al material de laboratorio como a la muestra vegetal.

-La temperatura, de la cual depende el buen crecimiento de cultivos vegetales y depende
directamente de las especies de interés. De manera general se ha considerado que la
temperatura optima es de 25°C, aunque el rango puede ir entre los 25y 30°C, ya que uno de sus
beneficios es permitir la activacién del metabolismo Acido de las Crasulaceas (CAM) (Gautam et
al., 2024).

-La humedad porque permitira el desarrollo del explante dependiendo de las caracteristicas que
requiera la planta, aunque la humedad puede variar, se considera que la mas favorable varie en
el rango de 85-90% (Gautam et al., 2024).

-La luz porque una planta silvestre la necesita para poder desarrollarse, pero en el caso de las
plantulas crecidas in vitro se programa un tipo de luz (verde/roja/azul) constante, esto permite
emular un fotoperiodo, de manera que el explante puede desarrollarse adecuadamente porque
mediante la percepcion de los ciclos de luz y oscuridad, las plantas pueden diferenciar el tiempo
de duracién del dia y la noche y asi activar o inhibir rutas metabdlicas donde el fotoperiodo es de
16 horas de luz y 8 horas sin luz (Gautam et al., 2024).

-El pH es un factor importante en la tierra, en el caso del cultivo in vitro, este debe tener un pH
adecuado asi el explante se desarrollara. El pH 6ptimo es entre 5.4 y 5.8 (Hussain et al., 2012).
Ademas, para que un medio de cultivo sea bueno es importante saber la composicion del medio,
ya que la mayoria deben contener: micronutrientes, macronutrientes, fuentes de calcio, hierro,
vitaminas y agar, este Ultimo funciona como un agente gelificante. En general, estos
componentes son los més utilizados para el género Agave.
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Al realizar el crecimiento 6ptimo de una planta en el laboratorio se han disefiado condiciones de
crecimiento controladas, las cuales generan un simulador de las necesidades que una planta
silvestre requiere, bajo las condiciones adecuadas de temperatura, humedad y luz, las plantas
pueden llevar a cabo su ciclo de vida.

Ante la problematica del cambio climéatico, en los laboratorios se ha buscado imitar las
condiciones naturales, resultando un objetivo relevante para el estudio de la germinacion de
semillas, ya que hoy en dia para una planta silvestre es crucial el tener acceso a la cantidad
adecuada de agua y luz para poder desarrollarse sin necesidad de la intervencién del ser humano,
ya que de esta manera es posible que el fotoperiodo se pueda llevar a cabo y asi generar una
variabilidad genética y/o adaptacion (Chiang, Bankestad & Hoch, 2020).

Otra de las afecciones del cambio climatico es provocar zonas mas secas, consecuencia de la
sobreexplotacion del suelo para la agricultura y la probabilidad de que una planta pueda
desarrollarse bajo estas condiciones resulta imprescindible. Por ello, tanto la comunidad cientifica,
como la industria agricola buscan nuevas técnicas que permitan obtener una diversidad de
plantas y cultivos bajo condiciones controladas. Uno de los cultivos que tendria la capacidad de
adaptarse al aumento de temperatura seria el género de Agave, ya que presenta una resistencia
a climas aridos debido a su metabolismo acido de las crasulaceas (CAM). Este proceso consta
en la inactividad de la planta durante el dia y por la noche fijar el di6xido de carbono (Stewar,
2015).

Otro punto importante para tomar en cuenta en el cultivo de plantas es el desarrollo del tejido
vegetal, el cual depende directamente de los requerimientos nutricionales especificos de cada
especie, por lo que se han establecido diversos protocolos adaptados al tipo de tejido vegetal.
Existen diversos medios de cultivos, entre los que destacan el medio de Linsmaler y Skoog (LS),
el medio de Gamborg (B5), el medio de Nitsch y Nitsch (NN) y Murashige y Skoog (MS) (Gautam
et al., 2024), este ultimo es el mas comun porque su formulacion ha demostrado ser efectiva para
una variedad de especies vegetales. Ademas, el medio MS contiene una combinacion equilibrada
gue aseguran el crecimiento de los explantes en in vitro.

Por otro lado, el medio Agar-agua (A.A) se caracteriza por su bajo contenido nutricional, ya que
estd compuesto Unicamente por agua destilada y un agente gelificante que es el agar. A pesar
de su simplicidad, este medio resulta Gtil porque, cuando las semillas reciben sé6lo agua, les
permite germinar aumentando la turgencia del embrion, para después activar rutas metabélicas
de germinacion. Este mecanismo es clave en ambientes donde el potencial hidrico es restrictivo,
ya que la germinacién se demora o se inhibe (por ejemplo, en especies de Agave). Por lo tanto,
bajo las condiciones de laboratorio al usar sé6lo agua, la semilla dispondrd de todas las
condiciones necesarias para germinar como lo demostraron Rai y colaboradores en sus
experimentos in vitro (2011). Al usar un medio de cultivo como MS en la etapa de germinacion
puede ser favorable por tener una mayor cantidad de nutrientes a diferencia de Agar-agua, pero
a su vez la semilla de estudio puede presentar un estrés no favorable ya que una semilla tiene
sus reservas nutricionales para activar la germinacién sin embargo al aumento de nutrientes en
el medio de cultivo puede provocar una toxicidad y/o estrés osmotico por lo que se atrasa 0 no
se da la germinacion. Parecido a lo que sucede con la salinidad del suelo, si hay un aumento de
sales la semilla puede tener complicaciones para germinar, por ende, el MS al tener un aumento
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de cantidad de sales controlado es importante a considerar en una investigacion, pero lo mejor
es usarlo para la etapa de elongacion de una muestra. (Rai et al., 2011; Ikram et al., 2025).

7.4. Andlisis antioxidante

La evaluacion de la viabilidad y germinacion proporcionan una medida directa del potencial
reproductivo de las semillas, pero para comprender los mecanismos bioquimicos que determinan
esas respuestas, o evaluar los tratamientos aplicados en semillas para mejorar su viabilidad y/o
germinacion, resulta pertinente primero realizar un andlisis de la capacidad antioxidante. Las
pruebas antioxidantes permiten analizar la capacidad de eliminacion de radicales libres, como lo
es el poder reductor del extracto de una planta. Para realizar estas pruebas se deben llevar a
cabo extracciones de metabolitos de una muestra de interés. Uno de los ensayos mas usados
para el analisis de antioxidantes es la extraccion de Soxhlet.

e Extraccion Soxhlet

En 1879, Franz von Soxhlet propuso una herramienta fundamental para la obtencion de extractos
puros y concentrados que contienen los metabolitos de interés de una muestra, por ejemplo, las
hojas de una planta. Este método es conocido como extraccion Soxhlet y consiste en extraer
compuestos solubles de una muestra sélida mediante el uso continuo de un disolvente caliente,
es decir, el disolvente se calienta en un matraz y sus vapores ascienden hacia un condensador,
donde se enfrian y gotean sobre la muestra contenida en un dedal poroso, el cual es reemplazado
por costales de tela para el caso de muestras vegetales. El disolvente tiene la funcion de arrastrar
los compuestos de interés y, una vez que la camara se llena, el sistema se vacia
automaticamente, retornando al matraz con los extractos disueltos. Este ciclo se repite varias
veces, permitiendo una extraccion exhaustiva y eficiente de los compuestos solubles, como
metabolitos secundarios, aceites o antioxidantes. Para una correcta extraccion es importante
tomar en cuenta la polaridad, el contacto adecuado entre el solvente y la muestra, por ello los
solventes mas ocupados para la extraccion en muestras de tejidos vegetales son el
diclorometano (DCM), el etanol (EtOH), el agua (H20), el metanol, la acetona, entre otros. La
muestra puede utilizarse en fresco o seca, sin embargo, en diversas investigaciones se opta por
usar la muestra seca para reducir su contenido de agua, pero esto depende de la especie con la
cual se esté trabajando (Fidalgo-Used, Blanco-Gonzalez & Sanz-Medel, 2007; Soto-Ortiz et al.,
2023; Sirirungruang, Markel & Shih, 2022).

e Pruebas antioxidantes

Un analisis antioxidante permite evaluar la capacidad de las plantas, ya sea partir de un extracto
vegetal, compuesto o muestra bioldgica, para neutralizar especies reactivas de oxigeno (ROS) o
radicales libres, los cuales son responsables de procesos de oxidacion que pueden dafiar
estructuras celulares. En el caso de muestras vegetales, este tipo de analisis permiten determinar
la capacidad de proteccion de metabolitos como fenoles, flavonoides, entre otros, frente al estrés
oxidativo. Desde un punto de vista biotecnoldgico, conocer la capacidad antioxidante de una
muestra vegetal permite valorar su calidad fisioldgica, su respuesta ante condiciones de estrés
ambiental y la posible aplicacion en la industria alimentaria, farmacéutica o agricola. Estas
pruebas son muy utilizadas para poder hacer un perfil antioxidante de una planta de interés,
ademds de investigar el potencial de las plantas para innovadoras aplicaciones en areas como
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salud, alimentos y/o agricola. También permite cuantificar y comparar el poder reductor o
neutralizante de los antioxidantes presentes, proporcionando informacion clave sobre la
funcionalidad biolégica y el valor bioquimico de tratamientos o extractos evaluados.

Otras herramientas que permiten detectar la actividad antioxidante de un extracto son la prueba
de inhibicién del radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), la prueba de Folin-Ciocalteu, la
prueba de capacidad antioxidante reductora cuprica (CUPRAC) y la prueba del poder
antioxidante reductor férrico (FRAP). La prueba de DPPH evalla la capacidad de neutralizar
radicales libres por medio de la disminucion de la absorbancia del radical DPPH al reaccionar
con antioxidantes donadores de hidrogeno (Stewart et al., 2015). La prueba de Folin-Ciocalteu
determina la cantidad total de compuestos fendlicos y consiste en la reduccién del reactivo de
Folin por parte de los fenoles presentes en la muestra, la principal caracteristica de esta prueba
es que genera un color azul donde su intensidad esta relacionada con la concentracion de
antioxidantes (Zulfisa et al., 2023). La prueba de CUPRAC mide la capacidad reductora de los
antioxidantes frente al ion culprico (Cu?*), produciendo un complejo coloreado estable (Apak et
al., 2007). Finalmente, la prueba de FRAP cuantifica el poder reductor del ion férrico (Fe3*) a
ferroso (Fe?), reflejando la capacidad antioxidante total del extracto (Stewart et al., 2015).

7.5. Campos magnéticos

Como ya se menciond anteriormente, los campos magnéticos estacionarios o constantes pueden
ser generador por imanes o por un par de bobinas de Helmholtz que generan un flujo constante
de electricidad, su principal caracteristica es que la direcciéon del campo magnético no cambia en
funcién del tiempo. Por otro lado, los campos magnéticos oscilantes son aquellos en que su
direccién, magnitud o frecuencia pueden variar en el tiempo. Estos campos son generados por
pares de bobinas de Helmholtz o por electroimanes y tienen sus aplicaciones en el area de Fisica
en el estudio de propiedades de transporte de fluidos magnetoreoldgicos (Yépez et al., 2016).
Dentro de esta categoria, el caso mas sencillo corresponde a que la variacion ocurre Gnicamente
en la orientacion del campo en funcion del tiempo. Se puede estudiar de manera controlada los
efectos de la dindmica direccional del campo magnético, lo que convierte a los campos
magnéticos oscilantes en una herramienta innovadora para investigaciones tanto en Fisica como
en Biologia.

Dichos campos se generan por medio de la superposicion de campos magnéticos senoidales
perpendiculares producidos por pares de bobinas de Helmholtz. Una de sus principales
caracteristicas es que estos campos magnéticos perpendiculares tienen intensidades y
velocidades angulares variables. En el caso mas sencillo, un campo magnético oscilante se
genera por medio de un par de bobinas de Helmholtz cuyo vector resultante (H) oscila en una
sola direccion, también se le conoce como uniaxial (puede ser en eje Z), ver Figura 3a. Este
campo magnético ha sido empleado para analizar procesos de cristalizacion en materia granular
no vibrada (Ledesma-Motolinia et al., 2021). El caso mas complejo es cuando se generan
campos magnéticos oscilantes biaxiales (2D) y triaxiales (3D). Los campos magnéticos oscilantes
biaxiales se generan a partir de dos pares de bobinas de Helmholtz, donde cada par genera
campos magnéticos que oscilan en direcciones ortogonales, dando como resultado un campo
magnético que es la superposicion de dos campos transversales (pueden ser eje Xy eje Y), ver
Figura 3b. Por su parte, los campos magnéticos oscilantes triaxiales se generan con tres pares
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de bobinas de Helmholtz y el campo magnético resultante presenta un cambio en la direccién en
los tres ejes (X, Y, Z), ver Figura 3c. Tanto en los campos magnéticos uniaxiales, biaxiales, como
triaxiales se puede madificar la intensidad y frecuencia del campo magnético. Por estas
caracteristicas, los campos magnéticos oscilantes han sido utilizados para entender los procesos
de organizacion de fluidos magnetoreoldgicos, es decir, particulas magnéticas micrométricas
suspendidas en un medio acuoso (Yépez et al. 2016).

Tl

(a) (b)

Figura 3. Representacién de campos magnéticos oscilantes (17): (a) uniaxiales, (b) biaxiales (2D) y (c)
triaxiales (3D).
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8. MATERIALES Y METODOS

El protocolo para analizar el efecto de los campos magnéticos oscilantes en semillas de Agave
tequilana inici6 con la fase 1, en la que se seleccionaron las semillas mas adecuadas,
posteriormente se expusieron durante diferentes tiempos y configuraciones de campos
magnéticos oscilantes, ademas se prepararon dos tipos de medios de cultivo in vitro. A
continuacion, se describen estos procedimientos.

8.1 FASE 1: Establecimiento con Campos Magnéticos Oscilantes e in vitro.

8.1.1 Seleccion de rango

Se usaron 100 semillas del lote de Agave tequilana Weber Azul del Herbario y Jardin Botanico
con numero de colecta 20040046, posteriormente se calculd el promedio de la masa de cada
semilla para obtener un rango. La seleccion de las semillas de Agave tequilana se hizo con base
en que la masa deberia ser de 10 mg. Después, se colocaron en un tubo falcon para asegurar la
homogeneidad de las muestras.

8.1.2 Prueba de viabilidad de semillas: Ensayo de germinacion en papel filtro

Con el fin de determinar la viabilidad de las semillas se consider6 el ensayo de germinaciéon en
papel filtro, para ello se realiz6 el siguiente procedimiento:

En una caja Petri se colocé papel filtro humedecido con agua.

Las semillas se colocaron en la caja Petri sobre el papel filtro humedecido.
La caja Petri se coloc6 en una incubadora a 26 °C.

Después de 15 dias se hizo el conteo de semillas germinadas.

PwdhE

8.1.3 indice de velocidad de germinacién y porcentaje de germinacion

El indice de velocidad de germinacion (IVG) se calcula a través de la razén entre el nimero de
semillas germinadas (P;) y el tiempo en que la radicula brota de las semillas (T;) (Espitia, Cardona
& Araméndiz, 2016). Este parametro se calcula por medio de la ecuacion propuesta por Maguire
(1962):

Wwe=2425 40 (1)
n T, T3 Ty

donde P1, P2, Ps, ..., Pn son el nUmero de semillas germinadas al primer dia, segundo dia, tercer
dia y asi respectivamente. T1, Tz, Ts,...,Tnh €s el tiempo en dias para cada germinacion.

Por su parte, el porcentaje de germinacién es la proporcion de semillas que logran germinar bajo
determinadas condiciones experimentales. Por medio de este parametro es posible estimar la
viabilidad y capacidad de germinar de un lote de semillas, pero no proporciona la rapidez del
proceso y se calcula como (Ranal & de Satana, 2006; Tano, 2023):

Numero de semillas germinadas

P taje d i ion = 100 2
oreentaje ae germinacion Numero total de semillas sembradas X (2)
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8.1.4 Prueba de Difraccion de Rayos X (XRD)

Para entender el orden estructural de las semillas de Agave tequilana se realiz6 la prueba de
difraccion de rayos X, esta prueba se ha realizado en estas semillas para determinar el grado de
cristalinidad de nano fibras de celulosa (Palacios Hinestroza et al. 2019). Para ello se utilizé
difractbmetro Panalytical Empyrean (Spectris, Almelo, Netherlands) con una fuente de radiacion
catddica de Cu-Ka (A=1.5406 A) y angulo de Bragg (260) de 10 a 90°, el cual se encuentra en el
Instituto de Fisica “Ing. Luis Rivera Terrazas”.

8.1.5 Campos magnéticos oscilantes: biaxiales (2D) y triaxiales (3D)

En el caso mas general, el campo magnético oscilante resultante esta dado por las intensidades
de cada campo magnético Hx, Hv, Hz las frecuencias f1 y f» de la parte sinusoidal de cada campo
magnético y la diferencia de fase § (Yépez et al. 2016):

H= Hy sen (2nfit + 6)i+ Hy sen 2rfot)f + Hzk 3

Particularmente, los campos magnéticos oscilantes uniaxiales, las intensidades y diferencia de
fase son Hy =H;, =0y 6§ =mn/2, respectivamente. Mientras que en el caso de campos
magnéticos oscilantes biaxiales (2D), también conocidos como rotantes, las intensidades del
campo magnético son iguales Hy = Hy, H, = 0y 6 = m/2. Para el caso de campos magnéticos
oscilantes triaxiales o de precesion, las intensidades Hy = Hy = H.

En los experimentos realizados en este trabajo, los campos magnéticos oscilantes se generaron
por medio de tres pares de bobinas de Helmholtz, donde cada par estd conectada a una fuente
de corriente que genera la sefial sinusoidal del campo magnético. Este arreglo experimental
(Figura 4) se encuentra en el Laboratorio de Sistemas Complejos del Instituto de Fisica “Ing. Luis
Rivera Terrazas”.

Figura 4. Arreglo experimental de campos magnéticos oscilantes.

En todos los experimentos la frecuencia y la intensidad de los campos magnéticos oscilantes
biaxiales y triaxiales fueron 50 Hertz y 53 Gauss (5.3 mT), respectivamente. Para establecer el
efecto del tiempo de exposicion y la configuracion de los campos magnéticos oscilantes, las
semillas se colocaron horizontalmente en la parte central del arreglo experimental, los tiempos
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de exposicion fueron 5, 15 y 20 minutos. Para cada tiempo de exposicion y configuracién del
campo magneético oscilante (biaxial y triaxial) se usaron 6 semillas. Otras 6 semillas se utilizaron
para ser el sistema de control.

8.1.6 Medios de cultivo

Para comparar el efecto del medio de cultivo en el proceso de germinacién de las semillas de
Agave tequilana se prepararon dos medios: Agar-agua (A.A) y Murashige & Skoog (MS), los
componentes de cada uno se encuentran en las tablas 1y 2, respectivamente.

Tabla 1. Componentes para del medio Agar-agua (A.A).
Cantidad para utilizar para 1L

Componente de medio de cultivo
Agar 10g
Agua destilada 1000 ml

Tabla 2. Componentes para medio Murashige & Skoog (MS).
Cantidad para utilizar para

Componente Concentracion 1L de medio de cultivo
Macroelementos 10X 100 ml
Microelementos 100X 10 ml

Fe-EDTA 100X 10 ml
Vitaminas 10 ml
CacCl; 2H,0 10x 100 ml
Sacarosa - 3049

Carbén activo 1lg

Agar - 94¢g
pH - 5.7 1

La figura 5 muestra el esquema final del protocolo disefiado para analizar el efecto de los campos
magnéticos oscilantes biaxiales (2D) y triaxiales (3D) considerando los medios de cultivo Agar-
agua (A.A) y Murashige y Skoog (MS).
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Figura 5. Esquema del protocolo de tiempo de exposicion: 5, 15 y 20 minutos y configuracién de campos magnéticos
oscilantes: biaxiales (2D) y triaxiales (3D). Las semillas expuestas se colocaron en medio Agar-agua (A.A) y
Murashige y skoog (MS).

8.1.7 Protocolo de desinfeccién

Posteriormente, las semillas pasaron por un proceso de desinfeccién, este paso también permite
romper con la latencia de las semillas. Este protocolo consta de dos pasos: escarificacion y
desinfeccion en campana de flujo laminar.

8.1.7.1 Escarificacion

Las semillas fueron sometidas a un proceso de escarificacion con el propésito de eliminar la
latencia fisica y favorecer la absorcion de agua durante la germinacion (Baskin et al., 2002).
Dentro de la campana de extraccion, las semillas se sumergieron en acido sulftrico (HSO4) por
12 segundos. Posteriormente, se tomaron con unas pinzas y se colocaron en un frasco para
continuar con el proceso de desinfeccion.

8.1.7.2 Desinfeccion en campana de flujo laminar

Las semillas escarificadas se colocaron en tubos falcon, este paso se realiz6 dentro de la
campana de flujo laminar. Posteriormente se agregaron los compuestos de la tabla 3 con el
objetivo de desinfectar las semillas que ya estuvieron expuestas a los campos magnéticos y las
semillas de control. Como en la tabla 3 el procedimiento inici6 agregando Captan hasta cubrir
por completo las semillas, después se agité esta mezcla a 100 revoluciones por minuto (rpm)
durante el tiempo indicado en la tabla 3, los frascos estaban cerrados para evitar la contaminacion
en la siembra, posteriormente se retir6 el compuesto y se continu6 con el siguiente. El protocolo
finaliz6 con tres lavados de agua destilada.
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Tabla 3. Componentes de desinfeccion.

Componente Tiempo rpm

CAPTAN 10 minutos 100
Etanol al 70% 30 segundos -
HgCl 1% 5 minutos -
Agua destilada 3 lavados -

8.1.8 Semillas en medios de cultivo in vitro

Una vez que las semillas estan desinfectadas, estas se colocan en los dos medios de cultivos
elegidos siguiendo el procedimiento:

1. En un ambiente estéril (generado dentro de la campana de flujo laminar) se tomé cada
semilla con pinzas, estas se colocaron sobre la superficie de cada medio de cultivo: Agar-
agua (A.A) y Murashige & Skoog (MS).

2. Cada frasco se cerrd y sellé con plastico para evitar cualquier tipo de contaminacion.

3. Todos los frascos se colocaron en el cuarto de cultivo en una zona que tenia un
fotoperiodo programado es de 16 horas de luz y 8 horas sin luz.

8.1.9 Germinacioén

Para el proceso de germinacién se realizaron registros del tiempo en que las semillas fueron
expuestas a las dos configuraciones y tiempos de exposicion de los campos magnéticos
oscilantes, asi como a los medios de cultivo in vitro. Estos registros se realizaron cuando se
observé la emergencia de la radicula. El tiempo de observacion fue de cada 2 dias hasta tener
un limite de 8 a 10 dias como parametro para la germinacion.

8.1.10 Elongacion

Las semillas expuestas a las dos configuraciones y tiempos de exposicién de los campos
magnéticos oscilantes crecidas en los medios de cultivo, después de pasar a la etapa de
elongacién se realizaron registros de algunas caracteristicas morfologicas, a los 45 dias de las
plantulas con ayuda de una hoja milimétrica debajo de un vidrio estéril, se midi6é cotiledon y raiz
principal. Posteriormente, a los 145 dias se realizaron las mismas mediciones, pero también a la
hoja verdadera de la planta, para este tiempo se registré el total de hojas. Todo el proceso se
hizo dentro de la campana de flujo laminar para evitar la contaminacion cruzada.
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8.2. FASE 2. Aclimatacion en sustrato especifico.

La fase 2 es el proceso de aclimatacion de las plantas a un entorno donde por si solas pueden
sobrevivir y adaptarse para seguir desarrollandose a partir de un sustrato especifico, en donde
estas se sembraron en un sustrato estéril. La tabla 4 presenta los componentes de este sustrato
para la especie Agave tequilana. Las plantas que crecieron de las semillas germinadas después
de los tratamientos se sumergieron durante 10 minutos en CAPTAN. Asimismo, con la ayuda de
un atomizador se coloc6 CAPTAN en cada pozo antes de poner las plantas en los sustratos.

Tabla 4. Componentes de sustrato esteril para la especie Agave Tequilana.

Componentes
Material inorganico 80% Porcentaje
Agrolita 80%
Materia organica 20% Porcentaje
Tierra de hoja 10%
Lombricomposta 10%

8.3 FASE 3. Anélisis antioxidante.

En la fase 3 se realizaron los andlisis de pruebas de antioxidantes, iniciando por la extraccién
Soxhlet, después las pruebas 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), Poder Antioxidante Reductor
Férrico (FRAP), Capacidad de Absorcion de Radicales Reductores de Cobre (CUPRAC) y Folin-
Ciocalteu (Folin) para realizar la evaluacion del efecto biolégico de la exposicion de las semillas
a los campos magnéticos oscilantes, de igual forma evaluar la capacidad de inhibicion de
radicales libres de los tratamientos de Agave tequilana.

8.3.1 Extraccién Soxhlet

En el sistema Soxhlet se colocé la muestra de interés, al matraz se agreg6 el primer solvente a
una temperatura como se presentd en la tabla 5 después de tres horas se coloc6 otro matraz y
se agrego el siguiente y asi sucesivamente donde la temperatura es dependiente del solvente
para las diferentes extracciones.

Tabla 5. Solvente y temperatura usadas en la extraccion de las plantas.

Solvente Temperatura (°C)
Diclorometano (DCM) 250
Etanol (EtOH) 350
Agua (H20) 400

Posteriormente, las muestras se colocaron en un rotavapor para obtener el concentrado a traves
del secado a una temperatura determinada. Después cada concentrado se coloc6 en una mufla
por 90 minutos y 12 horas, cuando el solvente fue diclorometano (DCM) y etanol (EtOH),
respectivamente. En el caso del agua, solamente se tomaron 40 ml del extracto. Después cada
muestra se coloco en un tubo Falcon, para el caso de diclorometano y etanol, los extractos se
pesaron y se realizé un célculo para agregar un volumen determinado de metanol (MeOH). La
figura 6 presenta el resumen de la extraccion de Soxhlet.
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Figura 6. Esquema de extraccién de Soxhlet de las plantas germinadas de semillas de Agave tequilana.

8.3.2 Pruebas antioxidantes

Para realizar las pruebas de antioxidantes primero se realiz6 la limpieza de placa, la cual se hizo
colocando 200 pL de etanol en cada pozo, este se homogenizé y con un isotopo se limpié cada
paso. Posteriormente, se realizaron las pruebas 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), Poder
Antioxidante Reductor Férrico (FRAP), Capacidad de Absorcion de Radicales Reductores de
Cobre (CUPRAC) y Folin-Ciocalteu (Folin).

8.3.2.1 Prueba DPPH (510 nm)

Se colocaron 25 yL de cada muestra en los pozos de las microplacas, junto con un blanco, es
decir, el disolvente usado (diclorometano, etanol y agua) y el control positivo de &cido galico
(0.015 mg/ml). Posteriormente, se agregaron 200 uL del reactivo DPPH a cada muestra y las
muestras se incubaron en oscuridad por 40 minutos, finalmente se realizaron las lecturas en el
equipo de Elisa (Ensayo Inmunoenzimatico Ligado a Enzimas) a 510 nm (Fukumoto & Mazza,
2000).

8.3.2.2 Prueba CUPRAC (450 nm)

Se colocaron 25 uL de cloruro de cobre (Il) (CuCl;) (10mM) en los pozos de las microplacas,
posteriormente se colocaron 25 uL de Neocuproina (CisHi12N2) (7.5mM), 25 uL de Buffer de
amonio (1M) a un pH neutro (pH=7), 25 uL de muestra y 100 uL de agua destilada, asi como una
muestra del blanco (diclorometano, etanol y agua) y el control positivo de acido galico (0.03
mg/ml). Esta soluciéon se dejé incubando por 30 minutos en oscuridad y se cuantifico la
absorbancia a 450 nm en el equipo de ELISA, con agitacion lenta durante 30 segundos (Apak et
al., 2007).

8.3.2.3 Prueba FRAP (595 nm)

Se colocaron 10 uL de la muestra (disuelta en metanol y etanol) en cada celda. Ademas, se
afadio el blanco (metanol) y 300 uL de un control positivo de quercetina (0.04 mg/ml) al blanco,
al control y las muestras. Cada microplaca se dej6 incubar por 40 min en oscuridad y se hizo la
lectura a 595 nm con el equipo de ELISA (Stewart et al., 2015).
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8.3.2.4 Determinacion de fenoles totales (Folin-Ciocalteu, 750 nm)

Se colocaron en cada pozo 15 uL de muestra, ademas de un blanco (MeOH) y el control positivo
de acido galio (0.1 mg/ml). Se afadieron 240 uL de agua destilada y 15 pL de reactivo de Folin
en todos los pocillos, después se esperd por 2 minutos y se afiadieron 30 uL de carbonado de
sodio (Na>COs3) (2M). Y se dejaron incubando por 2 horas para después cuantificar la absorbancia
a 750 nm (Kaur & Kapoor, 2002).

La figura 7 representa el esquema de las cuatro pruebas realizadas, donde el blanco (B), el
control (C), la muestra 1 (M1), la muestra 2 (M2), la muestra 3 (M3) y la muestra 4 (M4) se
colocaron en cada pocillo de la microplaca.

Figura 7. Visualizacién de la placa donde cada circulo representa un pozo con lo necesario para cada prueba donde
Blanco(B), control (C), Muestra 1 (M1), Muestra 2 (M2), Muestra 3 (M3) y Muestra 4 (M4) y asi sucesivamente.

Las pruebas DPPH, Folin, CUPRAC y FRAP se realizaron en el equipo ELISA, posteriormente
los resultados se analizaron considerando las caracteristicas de cada prueba, las cuales se
resumen en la tabla 6.

Tabla 6. Resultados expresados para cada tipo de prueba antioxidante.

Prueba antioxidante Resultados expresados en
DPPH % de inhibicion de radicales libres
Folin . . . .
CUPRAC Mg equivalente de acido galico/kg de planta
FRAP Mg equivalente de Quercetina/kg de planta

8.4 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico en la fase 1y fase 2 se hizo preparando los datos con Excel y por medio
del software Minitab 18.0. Se analizaron con una prueba de normalidad, si los resultados
presentaban una distribucion normal, se usaron pruebas paramétricas (ANOVA post-Tuckey).
Pero si la distribucién no era normal, entonces se emplearon pruebas no paramétricas (Kruskal-
Wallis y U de Mann-Whitney). Los resultados se expresaron en medianas, las cuales se
calcularon por medio del programa de Minitab cuando se mostraron los datos descriptivos,
considerando la asignacion de letras para identificar grupos estadisticamente diferentes para la
prueba p<0.05.

En la Figura 8 se presenta el diagrama de flujo de los experimentos realizados con las semillas
de Agave de tequilana y el efecto de los campos magnéticos oscilantes en estas.
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Figura 8. Diagrama de flujo de la metodologia en semillas de Agave tequilana estimuladas con campos magnéticos
oscilantes.
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9. RESULTADOS

9.1 FASE 1: Establecimiento con Campos Magnéticos Oscilantes e in vitro.

9.1.1 Prueba de viabilidad en semillas de Agave tequilana

Se evalué la viabilidad de las semillas de Agave tequilana (nUmero de colecta 20040046) para
analizar el efecto de campos magnéticos oscilantes, este proceso se realizé porque las semillas
se encontraban almacenadas 19 afios previos a los experimentos. Para ello se realizaron
ensayos de germinacion en papel filtro durante 14 dias, al término de este tiempo se obtuvo que
el 80% de las semillas habian germinado. Por lo tanto, las semillas presentaron una alta
probabilidad de viabilidad y cumplirian el proceso de germinacion.

9.1.2 Analisis del orden de estructura de semillas de Agave tequilana

Se realizo6 el perfil de estructura de semillas de Agave tequilana por medio de difraccién de rayos
X (XRD), la muestra solamente fue molida previamente al experimento. La figura 9 muestra el
patron de difraccion de las semillas, indicando una estructura amorfa, coman en la mayoria de
las estructuras vegetales, como el extracto natural de semillas de Lepidium sativum (Abdelghany
et al., 2018). Se observan dos picos aproximadamente en 26 = 22.5° y 35.4° (lineas verdes
punteadas), patron identificado en estructuras de celulosa tipo | representado por lineas
punteadas en la figura 8 (Gong et al., 2017) y también reportado en nanofibras de Agave
tequilana Weber Bagasse (Palacios Hinestroza et al., 2019).
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Figura 9. Patron de difraccion de rayos X (XRD) de semillas de Agave tequilana, las lineas verdes punteadas indican
los picos principales, el resto indican los picos asociados a la estructura de celulosa tipo I.

Posteriormente, se determind el indice de velocidad de germinaciéon (IVG) para las semillas
expuestas a campos magnéticos oscilantes biaxiales (2D) y triaxiales (3D).
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9.1.3 Germinacién

Por medio del indice de velocidad de germinacion (IVG) se determiné la rapidez en que las
semillas de Agave tequilana germinaron en un periodo determinado. Este parametro se obtuvo
por medio de la ecuacion 1, donde un valor alto es indicador de que el proceso de germinacion
fue rapido. Ademas, por medio de este parametro es posible identificar el impacto del estimulo
fisico dado a las semillas con los campos magnéticos oscilantes, en comparacion con las semillas
de control que no tuvieron algun estimulo externo. Adicionalmente, nos permitié identificar la
configuracion y tiempo de exposicion al campo magnético oscilante con el IVG mas elevado.

9.1.3.1 IVG

El indice de velocidad de germinacion se calculd considerando los tres parametros de estos
experimentos: tiempo de exposicion, configuracién de campos magnéticos oscilantes y medio de
cultivo in vitro. Los resultados para los tiempos de exposicién: 5, 15 y 20 minutos, los campos
magnéticos oscilantes: biaxiales (2D) y triaxiales (3D) y el medio de cultivo Agar-agua (A.A) se
presentan en la figura 10. Asimismo, el IVG también se calculé para las semillas de control (A.A
Control) representando los resultados en la figura 10 con la media de IVG.

3

2.5
2 I 1
1.5
= I
0.5
0

15min 15min 20min 20min 5 min 5 min Control
3D 2D 3D 2D 3D 2D

Tratamientos

VG

Figura 10. Media del indice de velocidad de germinacion en funcion de los tiempos de exposicion (5, 15y 20
minutos), las configuraciones de los campos magnéticos oscilantes (biaxiales, 2D y triaxiales, 3D) para el medio de
cultivo in vitro Agar-agua (A.A) en comparacion con las semillas control.

Los resultados indican que las semillas que no fueron expuestas a ninguna de las dos
configuraciones de campos magnéticos oscilantes tuvieron la media de IVG mas bajo, siendo
igual a 0.82 + 0.82, llegando al minimo indice de velocidad de germinacién (4.41 IVG), dando
como resultado un proceso de germinacion mas lento que aquellas semillas que si estuvieron en
contacto con los campos magnéticos oscilantes. Asimismo, se identificé que el mejor tiempo de
exposicion fue de 15 minutos cuando las semillas se expusieron a campos magnéticos oscilantes
triaxiales (3D), ya que la media de IVG fue 2.02 + 0.78 llegando al méximo indice de velocidad
de germinacion (6.05 IVG) para 2D. Seguido por un IVG de 1.82 + 0.15, obtuvo un maximo indice
de velocidad de germinacion (5.47 IVG) cuando el tiempo de exposicion es de 15 minutos 2D.
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Entonces, en el caso de semillas germinadas en medio de Agar-agua se obtuvo que los campos
magnéticos oscilantes si representan un impacto positivo en comparacién con las que no
estuvieron en contacto.

Por su parte, el medio de cultivo Murashige & Skoog (MS) presenté una media de IVG mucho
mas bajo que el medio A.A para el caso de las semillas de control, con un valor de 0.33 + 0.08,
llegando al minimo de indice de velocidad de germinacion (1.11 IVG), a pesar de que este medio
de cultivo contenia los nutrientes necesarios para su germinacion, los resultados se presentan
en la figura 11. En contraste, los tratamientos con exposicién a campos magnéticos oscilantes
2D y 3D presentaron valores del IVG mas elevados, indicando un efecto positivo de la
estimulacion sobre la velocidad de germinacion. De manera que, la mejor configuracién de
campos magnéticos oscilantes fue la biaxial 2D, donde el tiempo de exposicidn con la media de
IVG més alto fueron 15 minutos con 2.12 + 0.22, llegando al maximo indice de velocidad de
germinacion (6.37 IVG), seguido de 5 y 20 minutos. Mientras que, en la configuracion de campos
magnéticos oscilantes 3D, la mayor media de IVG se obtuvo cuando las semillas de Agave
tequilana se expusieron durante 5 minutos siendo igual a 1.53 + 0.84, obtuvo el maximo indice
de velocidad de germinacion (4.08 IVG) para esta configuracion, seguido de 15 y 20 minutos.
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Tratamientos

Figura 11. Indice de velocidad de germinacion en funcién de los tiempos de exposicion (5, 15 y 20 minutos), las
configuraciones de los campos magnéticos oscilantes (biaxiales, 2D vy triaxiales, 3D) para el medio de cultivo in vitro
Murashige y Skoog (MS) en comparacion con las semillas control.

En conjunto, los resultados mostraron una tendencia de aumento en la velocidad de germinacion
al aplicar campos magnéticos oscilantes, donde los tratamientos biaxiales (2D) fueron mas
efectivos que los triaxiales (3D) para el medio de cultivo MS con un 473.87% en el IVG con
respecto al control, mientras que para el medio de cultivo A.A la mejor configuracién de los
campos magnéticos oscilantes fue la triaxial (3D) con un 37.18% en el IVG con respecto al control.
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9.1.3.2 Porcentaje de germinacién

Por medio del porcentaje germinacién se puede saber el total de semillas germinadas, esta
prueba permiti6 comparar las semillas estimuladas con los campos magnéticos oscilantes y las
semillas de control. Se determiné el tiempo de evaluacién para hacer analizar la germinacion en
los primeros dias ya que se el tiempo de germinacién para especies de Agave es a partir del dia
8 (Ramirez-Tobias et al., 2014).

El andlisis de germinacioén se hizo con la media de porcentaje de germinacion de las semillas en
funcidon de los dias para los tratamientos con los campos magnéticos oscilantes y control
considerando el medio de cultivo Agar-agua se presentan en la figura 12 y 13. Los resultados
indican que las semillas que estuvieron en contacto con ambas configuraciones de campos
magnéticos oscilantes (2D y 3D) presentaron un porcentaje de germinacion en un intervalo menor
de tiempo. Para la configuracién de campos magnéticos oscilantes 3D, a partir del cuarto dia de
gue las semillas se expusieron a los campos magnéticos y se plantaron en el medio de cultivo
A.A, la media del porcentaje de germinacion fue de 7.41 + 3.21, correspondiente a 15 minutos
de exposicion. En el caso de la configuracion de campos magnéticos oscilantes 2D, al cuarto dia
de siembra hubo una media de porcentaje de germinacion del 7.41 + 3.21 correspondiente a 5
minutos de exposicién, seguido de 15 minutos con 5.56 + 5.56. En el octavo dia, la mayoria de
las semillas expuestas a los campos magnéticos oscilantes presentaban un alto porcentaje de
germinacion, por ejemplo, las semillas expuestas durante 20 minutos a campos magnéticos
oscilantes 3D tenian una media de porcentaje de germinacion del 24.07 + 3.21, llegando al
maximo porcentaje de germinacion (casi del 72.22%) alrededor del doceavo dia, periodo en el
gue las semillas de control presentaron una media de porcentaje de germinacion del 3.7 £ 4.54.
De los resultados de la figura 12 se identificé que el tiempo de exposicion con mayor media de
porcentaje de germinacién fue de 15 minutos en 3D, siendo esta configuracion la que registré el
menor periodo de germinacion de las semillas. Y de los resultados de la figura 13 se identifico
gue 15 minutos con campos magnéticos oscilantes 2D tuvo la mayor media de porcentaje de
germinacion con 27.78 en base a que el tiempo de evaluacion fue hasta doceavo dia.
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Figura 12. Porcentaje germinacion de semillas cultivadas en medio Agar-agua (A.A) después de ser expuestas por 5,
15 y 20 minutos a campos magnéticos oscilantes biaxiales (2D) en comparacion con semillas de control.
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Figura 13. Porcentaje germinacion de semillas cultivadas en medio Agar-agua (A.A) después de ser expuestas por 5,
15 y 20 minutos a campos magnéticos oscilantes triaxiales (3D) en comparacién con semillas de control.

La figura 13 y 14 presenta la media de porcentaje de germinacion para el caso de las semillas
cultivadas en el medio de cultivo Murashige y Skoog con exposicibn a campos magnéticos
oscilantes y el control. Los resultados indican que las semillas expuestas a los campos
magneéticos oscilantes alcanzaron el mayor porcentaje de germinacién entre el cuarto y sexto dia
después de haber sido cultivadas en este medio. Para el cuarto dia la media de porcentaje de
germinacion fue del 3.7 £ 6.41 y 14.82 + 3.21 cuando las semillas se expusieron 5y 15 minutos
a la configuracion de campos magnéticos oscilantes 2D, respectivamente. Para a la configuracién
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de campos magnéticos oscilantes 3D solo 5 minutos alcanzo una media de porcentaje de
germinacion de 5.56 = 5.56. Las semillas de control no tuvieron indicio de germinacion a pesar
de que el tiempo de evaluacion fue hasta doceavo dia, sin embargo, después de diez dias, solo
un 7.41+ 5.56 germinaron. En este medio de cultivo, la media de porcentaje de germinacién de
las semillas expuestas a campos magnéticos oscilantes 2D alcanzo el mayor valor en el doceavo
dia donde 15 minutos tuvo una media de porcentaje de germinacion de 29.63 + 3.2, llegando al
méaximo porcentaje de germinacion (83.34%), y en la configuracibn de campos magnéticos
oscilantes 3D una media de porcentaje de germinacién de 25.93 + 3.21, llego a un porcentaje
intermedio (77.78%), para 5 minutos.
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Figura 14. Porcentaje germinacion de semillas cultivadas en medio Murashige y Skoog (MS) después de ser
expuestas por 5, 15y 20 minutos a campos magnéticos oscilantes biaxiales (2D) en comparacién con semillas de
control.
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Figura 15. Porcentaje germinacion de semillas cultivadas en medio Murashige y Skoog (MS) después de ser
expuestas por 5, 15 y 20 minutos a campos magnéticos oscilantes triaxiales (3D) en comparacion con semillas de
control.

Los medios de cultivo in vitro que se eligieron en este trabajo demostraron ser un factor relevante
para la germinacion de semillas de A. tequilana que estuvieron expuestas a la estimulacion de
dos configuraciones de campos magnéticos oscilantes (2D y 3D). En el medio AA, la
germinacion fue mas temprana y se estabilizé en periodos cortos, como se observo en la figura
13 y 14, mientras que, en el medio MS, aunque la germinacién también aument6 con la
estimulacion de los campos magnéticos oscilantes, el proceso fue mas prolongado, alcanzando
su punto maximo hasta el doceavo dia, ver figura 14 y 15. En el medio A.A, los tratamientos de
exposicion de 15 minutos en campos magnéticos oscilantes 2D y 3D alcanzaron en el menor
tiempo los porcentajes de germinacion de 83.34% y 88.89%, respectivamente. En cambio, en el
medio Murashige y Skoog, los tratamientos de exposicion de 20 minutos para campos
magnéticos oscilantes 2D y 5 minutos para 3D, alcanzaron porcentajes de germinacion del
83.34% y 77.78%, aunque esto ocurrié en un tiempo de respuesta mas prolongado. Por lo que,
este medio de cultivo, pese a ser nutritivamente mas complejo, no seria Util para acelerar la
germinacion de semillas, aunque ya lleven tiempo almacenadas.

9.2 Elongacion

Cuando se realizan investigaciones en experimentos de plantas y medios de cultivo in vitro se
recurre a las mediciones de sus caracteristicas morfolégicas, por lo general se mide la raiz
principal, el largo de la planta como el tallo, el total de hojas, entre otras caracteristicas. En este
trabajo se realiz6 un analisis dividido en dos apartados: en el primero se analiz6 el tamafio del
cotiledén y en el segundo, el tamafio de la raiz principal, en ambos apartados las mediciones se
realizaron a los 45 y 145 dias. A los 145 dias también se analizé el tamafio de la hoja verdadera
y total de hojas. El objetivo es determinar méas all4 del proceso de germinacion, los efectos de
los tiempos y configuraciones de exposicién de campos magnéticos oscilantes, asi como los
medios de cultivos en las semillas de Agave tequilana.
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9.2.1 Cotiledon alos 45y 145 dias

El desarrollo del cotiledon dependiente del tiempo se evalub en los tratamientos con los campos
magnéticos oscilantes y en el control, considerando el medio de cultivo; los resultados se
presentan en la tabla 7 y tabla 8 para los medios Agar-agua y Murashige y Skoog,
respectivamente. En ambas tablas, la asignacion de la letra A indica que no hubo diferencias
significativas (p<0.05). En consecuencia, los campos magnéticos oscilantes, tanto en la
configuracion 2D, como 3D, no generaron un efecto significativo sobre el desarrollo del cotiledon
a los 45 dias y a los 145 dias, independientemente del tiempo de exposicion.

Tabla 7. Efecto en cotileddn a los 45 y 145 dias en semillas expuestas a campos magnéticos oscilantes y medio de
cultivo Agar-agua (A.A).

Tiempo de Campos Tiempo de Campos

exposicion | magnéticos | Cotiledon? (lg;: s)o exposicién | magnéticos | Cotiledon? (Igl,r: 5)0
(min) oscilantes (dias) oscilantes
2D 4.65 + 1.22 2D 5.20 £ 2.517
5 5
3D 6.20 £ 0.97® 3D 5.40 + 1.58*
Control No aplica | 5.75 + 1.54® Control No aplica | 6.00 + 1.844
2D 6.50 + 2.00* 2D 6.80 £ 3.074
15 15
3D 5.15 + 1.98* 45 3D 6.00 £ 2.78* 145
Control No aplica | 5.75+ 1.54* Control No aplica | 6.00 + 1.84*
2D 5.20 + 1.914 2D 5.00 £ 2.23*
20 20
3D 5.20 £ 1.917 3D 5.20 + 1.817
Control No aplica | 5.75 + 1.54* Control No aplica | 6.00 + 1.84*

1Los resultados se expresaron en cm. A€ el valor medio en la misma fila con diferente letra fueron significativamente iguales
(p>0.05 Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney).
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Tabla 8. Efecto en cotiledén a los 45 y 145 dias en semillas expuestas a campos magnéticos oscilantes y medio de

Tiempo de
exposicion
(min)

5
Control
15
Control

20

Control

Campos
magnéticos
oscilantes
2D

3D
No aplica
2D
3D
No aplica
2D
3D
No aplica

cultivo Murashige y Skoog (M.S)

Cotileddn?

5.25+2.87*
5.00 + 1.56*
5.00 + 2.04*
5.00 + 2.30*
5.40 + 1.81*
5.00 + 2.04*
4.20+1.117
5.20 + 2.24*
5.00 + 2.04*

Tiempo
(dias)

45

Tiempo de
exposicion
(min)

5
Control
15
Control

20

Control

Campos
magnéticos
oscilantes
2D

3D
No aplica
2D
3D
No aplica
2D
3D
No aplica

Cotileddn?

6.50+1.708
4.60+1.70%
5.65+2.42"
6.00+1.68%
5.80+1.794
5.65+2.424
5.80+2.514
5.30+1.78*
5.65+2.424

Tiempo
(dias)

145

ILos resultados se expresaron en cm. A€ el valor medio en la misma fila con diferente letra fueron significativamente iguales
(p>0.05 Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney).

9.2.2 Raiz alos 45y 145 dias

El tamafio de la raiz en funcion tiempo en los tratamientos con los campos magnéticos oscilantes
y en el control, se presenta en las tablas 9 y 10 para los medios de cultivo Agar-agua y Murashige
y Skoog, respectivamente. En ambas tablas, la asignacion de la letra A indica que no hubo
diferencias significativas (p<0.05) por lo que los campos magnéticos oscilantes, tanto en la
configuracién 2D como 3D, no afectaron de manera significativa en el desarrollo de la raiz para
gue la planta pudiera tomar los nutrientes del medio de cultivo, independientemente del tiempo
de estimulacion.
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Tabla 9. Evaluacion del efecto en raiz principal a partir de los 45 y 145 dias en semillas expuestas a campos
magnéticos oscilantes y medio de cultivo Agar-agua (A.A).

Tiempo de | Campos . . Tiempo de Campos . .
exposicion | magnéticos Raiz 1 T'e,m Po exposicion | magnéticos Raiz 1 Tlempo
(min) oscilantes principal” | (dias) (min) oscilantes principal (dias)
5 2D 3.50+2.27A 5 2D 9.00+5.52%
3D 4.75+1.66" 3D 6.00+4.194
Control No aplica |4.00+1.30% Control No aplica | 6.00+2.66"
15 2D 4.00+2.15” 15 2D 7.00+4.86"
3D 4.00+2.51% 45 3D 7.00+3.174 145
Control No aplica |4.00+1.30% Control No aplica | 6.00+2.66"
20 2D 4.50+1.947 20 2D 8.00+4.75*
3D 3.00+2.33* 3D 5.80+4.06%
Control No aplica |4.00+1.30% Control No aplica | 6.00+2.66"

Los resultados se expresaron en cm. A el valor medio en la misma fila con diferente letra fueron significativamente iguales (p>0.05
Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney).

Tabla 10. Evaluacion del efecto en raiz principal a partir de los 45 y 145 dias en semillas expuestas a campos
magnéticos oscilantes y medio de cultivo Murashige y Skoog (M.S)

Tiempo de Campos Raiz Tiempo Tiempo de Campos Raiz Tiemno
exposicion | magnéticos fincinalt (diasr,)) exposicion magnéticos fincinalt (dl'ag)
(min) oscilantes P P (min) oscilantes P P
. 2D 3.50+2.274 . 2D 9.00+5.52%
3D 4.75+1.66* 3D 6.00+4.19%
Control No aplica | 4.15+1.29% Control No aplica 6.00+2.66*
15 2D 4.00+2.15* 15 2D 7.00+4.85"
3D 4.00+2.514 45 3D 7.00+£3.17A 145
Control No aplica | 4.15+1.29* Control No aplica |6.00+2.66*
20 2D 4.50+1.94 A 20 2D 8.00+4.75”
3D 3.00+2.33* 3D 5.80+4.06"
Control No aplica | 4.15+1.29% Control No aplica 6.00+2.66*

!Los resultados se expresaron en cm. * el valor medio en la misma fila con diferente letra fueron significativamente iguales (p>0.05

Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney).
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9.2.3 Hoja verdadera a los 145 dias en medio de cultivo A. Ay MS

La hoja verdadera es indicadora de la adaptacion de la plantula en el medio de cultivo. La
medicion de la hoja verdadera en los tratamientos con los campos magnéticos oscilantes y el
control, considerando el medio de cultivo de Agar-agua y Murashige y Skoog se presentan en la
tabla 11, respectivamente. En ambas tablas, la asignacion de la letra A indica que no se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos evaluados en ambos medios de
cultivo. En consecuencia, los campos magnéticos oscilantes, tanto en la configuracion 2D como
3D, no tuvieron un efecto significativo sobre el desarrollo de la hoja verdadera a los 45 dias y
145, independientemente del tiempo de exposicion.

Tabla 11. Andlisis de las mediciones de la hoja verdadera principal a los 145 dias a partir de la mediana para cada

Tiempo de
exposicion
(min)

5
Control
15
Control

20

Control

tratamiento y control en medio de cultivo Agar-agua y Murashige y Skoog.

Campos

magnéticos
oscilantes

2D
3D
No aplica
2D
3D
No aplica
2D

3D
No aplica

Hoja

verdadera®
5.5+3.40%

6.5+2.88%
7.00 £3.314
6.70 £3.07A
6.00+2.28A
7.00 £3.314
5.00+3.30%

5.90+3.344
7.00 +3.314

Medio
de
cultivo

AA

Tiempo de
exposicion
(min)

5
Control
15
Control

20

Control

Campos
magnéticos
oscilantes

2D
3D

No aplica
2D
3D

No aplica
2D

3D
No aplica

Hoja
verdadera®
7.00+3.02A
5.20+2.844
6.15+3.55%
4.50+2.21A
5.90+3.58
6.15+3.55%
7.30£3.944
7.75+2.907
6.15+3.55%

Medio
de
cultivo

MS

!Los resultados se expresaron en cm. * el valor medio en la misma fila con diferente letra fueron significativamente iguales (p>0.05
Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney).
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9.2.4 Hojas totales a los 145 dias en medio de cultivo A.Ay MS

El nimero total de hojas se usé como parametro para evaluar el efecto de los campos magnéticos
oscilantes sobre el desarrollo vegetativo. Los resultados se presentan en la tabla 13 para el medio
de cultivo agar-agua y para el medio Murashige y Skoog, donde la asignacion de la letra A indica
gue no hubo diferencias significativas (p<0.05). En este sentido los campos magnéticos, tanto en
la configuracién 2D como 3D, no tuvieron un efecto significativo independientemente del tiempo
de exposicion.

Tabla 13. Conteo a partir de la mediana para la cantidad de hojas totales en cada tratamiento y control en medio
Agar-agua y Murashige y Skoog.

Tiempo de Campos Medio | Tiempo de | Campos Medio
o L. Total de L " Total de
exposicion | magnéticos hoias de | exposicidon | magnéticos hoias de
(min) oscilantes ) cultivo | (min) oscilantes ) cultivo
5 2D 3.00+1.18* 5 2D 4.00+0.734
3D 3.00 + 1.25% 3D 3.00 + 0.68°
Control No aplica | 2.00 + 0.74* Control No aplica | 3.00 + 1.148
15 2D 3.00 £ 1.30% 15 2D 3.00 £ 0.99*
3D 3.00£0.95% | AA 3D 3.00 £ 0.77A MS
Control No aplica | 2.00 + 0.74* Control No aplica | 3.00 + 1.14*
2D 4.00 + 1.514 2D 3.00 +1.71A
20 20
3D 3.00 + 1.544 3D 3.00+0.73*
Control No aplica | 2.00 £ 0.74* Control No aplica | 3.00 + 1.14*

A el valor medio en la misma fila con diferente letra fueron significativamente iguales (p>0.05 Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney).
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9.3 FASE 2: Aclimatacion en sustrato especifico.

Durante la fase de aclimatacion, las plantulas provenientes de los tratamientos con campos
magnéticos oscilantes y del control llevaron un proceso riguroso donde fueron cubiertas con un
domo, el resultado se presentd la figura 14 (a). El desarrollarse permitié una adaptacion similar
a las condiciones ex vitro. Durante el tiempo progresivo de adaptacion hubo diferencias evidentes
en el estado general de las plantulas entre los diversos tratamientos, independientemente de la
configuracién de los campos magnéticos oscilantes (2D y 3D).

Las diferencias evidentes fueron a partir del medio de cultivo in vitro previo a la coloracion. Las
plantas que crecieron en cultivo MS y las semillas se estimularon con campos magnéticos
oscilantes 2D presentaron una coloracion mas oscura, a diferencia de las que se estimularon con
campos magnéticos oscilantes 3D, los resultados se presentan en la figura 14 (b) y 14 (c),
respectivamente. Se observa que en la mayoria de las plantulas tuvieron una turgencia, ya que
las hojas se encontraban erguidas.

Por su parte, las plantas que crecieron en el medio de cultivo A.A y las semillas se estimularon
con campos magnéticos oscilantes presentaron una coloracion clara a diferencia de las plantas
gue crecieron en el medio MS, en el caso de las plantas que surgieron de semillas en campos
magnéticos oscilantes 2D (ver figura 14(d)) su tamafio fue menor que en la configuracién de
campos magnéticos oscilantes 3D (ver figura 14(e)).

La adaptabilidad de las semillas para los tratamientos con campos magnéticos oscilantes y del
control resultd ser favorable. En el proceso se tuvo que adecuar un entorno ain mas controlado
con un fotoperiodo que constaba de 6 horas de luz y 6 horas sin luz durante el trascurso del dia,
esto con el objetivo de que las plantas llevasen a cabo la fotosintesis gracias a la combinacion
de luces azul, rojo, amarrillo que daba un color magenta como se observo en la figura 13d.
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Figura 14. Inicio de aclimatacion con domo para las plantas después de la segunda medicién a los 145 dias para las
plantas de Agave tequilana (a). Plantas crecidas en medio de cultivo MS, estimuladas con 2D (5,15 y 20 minutos) (b)
y tratamientos estimulados con 3D (5, 15 y 20 minutos) (c) como control. Ejemplificacién del fotoperiodo usado para
mejorar la adaptacion de los tratamientos estimulados con campos magnéticos oscilantes y control en sustrato (d).
Tratamientos crecidos en A.A, estimulados con 2D (5,15 y 20 minutos) (e) y estimulados 3D (5,15 y 20 minutos) (f)
como control. 20 minutos 2D (g), 20 minutos 3D (h) y control (i).
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9.4 FASE 3. Analisis antioxidante.

9.4.1 Extraccion de metabolitos para control, 2D y 3D.

La determinacién de la masa extraida permitié evaluar la eficacia de los solventes y comparar el
efecto de los tratamientos de los campos magnéticos oscilantes con el control. El método mas
adecuado para la extraccion es mediante extracciones alcohdlicas, aunque esto es soélo en
términos de cantidad, los resultados se presentan en la tabla 15, en la que la masa extraida se
indica en gramos para cada tratamiento y so6lo considerando el medio de cultivo Agar-agua
porque fue el mas indicado considerando los resultados de la Fase 1. El diclorometano (DCM)
evidencié una mayor extracciéon de compuestos en el control, mientras que en los tratamientos
expuestos a campos magnéticos oscilantes se observaron incrementos graduales conforme se
aument6 el tiempo de extraccion, siendo los valores mas altos cuando el tiempo de exposicion
fue de 20 minutos y campos magnéticos oscilantes 2D y 3D con 0.15 gramos y 0.14 gramos,
respectivamente.

Por otro lado, el etanol (EtOH) mostré un incremento significativo en la masa extraida bajo el
tratamiento de campos magnéticos oscilantes 3D, particularmente cuando el tiempo de
exposicion fue de 5 minutos, dando como resultado una masa de 0.42 gramos. Este resultado
sugiere que este tipo de tratamiento favorecio la rapida liberacion o acumulacion de metabolitos.
En contraste con el tratamiento de campos magnéticos oscilantes 2D, en el cual se presentaron
valores similares al control en todos los tiempos expuestos.

Para el caso de agua, esta presenté los menores rendimientos en general, con una disminucién

mas marcada en el tratamiento de campos magnéticos oscilantes 3D y tiempo de exposicién de
20 minutos con una masa de 1 mg, lo cual indicé un bajo contenido de metabolitos.
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Tabla 15. Extraccion con solvente utilizado por extraccion diferencial en Soxhlet.

Tiem_p_q mgg?éﬁfgs . Masa Volumen utilizado Concentracion
exp()r?]si,lnc)lon oscilantes Disolvente extraida (g) (ml) [rsng)znol al (g/ml)
DCM 0.070 1.40
S EtOH 0.130 2.60
H20 0.034 45.00
DCM 0.130 2.60
15 2D EtOH 0.130 2.60
H20 0.030 45.00
DCM 0.150 3.00
20 EtOH 0.090 1.80
H20 0.081 45.00
DCM 0.100 2.00
5 EtOH 0.420 8.40 0.05
H20 0.047 45.00
DCM 0.130 2.60
15 3D EtOH 0.100 2.00
H20 0.076 45.00
DCM 0.140 2.80
20 EtOH 0.170 3.40
H20 0.002 45.00
DCM 0.430 8.60
Control | No aplica | gron 0.130 2.60
H20 0.072 45.00
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9.4.2 Pruebas antioxidantes

Los resultados obtenidos permitieron comparar la actividad antioxidante de cada tratamiento,
relacionarla con la concentraciébn de compuestos bioactivos presentes en los extractos e
identificar el efecto de usar dos configuraciones de campos magnéticos oscilantes como un
pretratamiento. Ya que la extraccion de metabolitos se realizd usando tres solventes: etanol,
diclorometano y agua, también se evallo el solvente que podria ser el mejor para futuros
protocolos. Con base a los resultados obtenidos en la etapa de germinacion, las pruebas se
realizaron para las semillas expuestas a campos magnéticos oscilantes y cultivadas en el medio
Agar-agua, esto con el objetivo de tener menores factores que influyan en el andlisis del efecto
de los campos magnéticos oscilantes. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de
las cuatro pruebas de antioxidantes: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), Poder Antioxidante
Reductor Férrico (FRAP), Capacidad de Absorcion de Radicales Reductores de Cobre
(CUPRAC) y Folin-Ciocalteu (Folin).

9.4.1.1 Prueba DPPH

El pretratamiento con campos magnéticos oscilantes tuvo un efecto a nivel fisiolégico para la
reduccion de la cantidad de radicales libres, como se observa en los resultados presentados en
la tabla 16, donde la asignacion de la letra A, B y C indica que hubo diferencias significativas
(p<0.05). En este sentido los campos magnéticos, tanto en la configuracion 2D como 3D, tuvieron
un efecto significativo independientemente del tiempo de exposicion.

El solvente con mejores resultados fue el etanol, donde los tratamientos de exposicién de 15
minutos en campos magnéticos oscilantes 2D y 3D no presentaron diferencias significativas, es
decir, que no fue posible distinguir con esta prueba el efecto de las dos configuraciones de los
campos magnéticos oscilantes. Sin embargo, los resultados indican que si hubo una diferencia
significativa con las semillas control o sin exposicion a campos magnéticos oscilantes. La
exposicion de semillas a un tiempo intermedio (15 minutos) en campos magnéticos oscilantes
representé ser un estimulo favorable, aun si la exposicion de las semillas se realizé en un tiempo
corto, el resultado sigue siendo beneficioso en comparacion con el control, siendo la
configuracién de campos magnéticos oscilantes 2D la mas eficiente si el tiempo de exposicion
es de 5 minutos. El diclorometano fue el segundo solvente con resultados favorables, ya que a
intervalos cortos (5 minutos) e intermedios (15 minutos) hubo diferencias significativas entre los
tratamientos y el control. Especificamente, el resultado mas favorable de la estimulacion a nivel
fisiologica fue cuando las semillas se expusieron por 15 minutos a campos magnéticos oscilantes
3D. Es evidente que los resultados presentados, al aumentar el tiempo de exposicién a 20
minutos y campos magnéticos oscilantes 3D solo representé un estimulo con una diferencia
significativa cuando se emple6 DCM. Por su parte, el agua no tuvo la capacidad de extraer una
gran cantidad de metabolitos y a nivel de capacidad antioxidante no hubo diferencia significativa
entre los tratamientos de campos magnéticos oscilantes y el control.
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Tabla 16. Actividad antioxidante de los extractos diferenciales a 0.05 mg/mL considerando la prueba antioxidante
DPPH?.

2D 3247 +2.79°8 61.32 £3.50* | 1.31 +4.31*

> 3D 33.86 + 3.058 24,93 +3.88% | 0.82 + 3.59*
Control No aplica 18.43+4.19A | 52.77 +2.75° | 3.27 + 4.08»
2D 30.72+2.41°¢ | 63.60+1.18% | 0.37 +0.51*

15 3D 37.55+20.65% | 61.19 + 14.998 | 0.00 + 3.03*
Control No aplica 18.43+4.194 | 52.77 +2.75" | 3.27 £ 4.08"
20 2D 22.52 + 3.368 54.08 £ 5.20* | 0.00 +1.81*
3D 25.26 +3.894 | 55.75+5.18" | 2.29 + 1.29*

Control No aplica 18.43+4.198 | 52,77 £+2.75" | 3.27 + 4.08*

ILos resultados se expresaron en % de inhibicion de radicales libres, A el valor medio en la misma fila con diferente letra fueron
significativamente diferentes (p<0.05 Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney).

9.4.1.2 Prueba Folin-Ciocalteu

El pretratamiento con campos magnéticos oscilantes tuvo un efecto a nivel fisiolégico, los
resultados se presentan en la tabla 17, donde la asignacion de la letra A, B y C indica que hubo
diferencias significativas (p<0.05). En este sentido los campos magnéticos, tanto en la
configuracion 2D como 3D, tuvieron un efecto significativo independientemente del tiempo de
exposicion.

De los cuales se determind que el contenido fendlico total aumentd significativamente en las
semillas que fueron expuestas durante 20 minutos a campos magnéticos oscilantes 2D, siendo
el solvente de etanol en el que se obtuvo la cantidad fue més elevada. De igual forma, cuando el
solvente fue diclorometano también se obtuvieron resultados favorables. Sin embargo, cuando
se utilizé el agua como solvente solo hubo una diferencia significativa entre el control y los
tratamientos de campos magnéticos oscilantes 3D y tiempo de exposicion de 20 minutos.
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Tabla 17. Actividad antioxidante de los extractos diferenciales a 0.05 mg/mL considerando la prueba antioxidante

Folin-Ciocalteu?.

5 2D 58.88 + 15.924 487.63 + 32.37¢ 0.00 + 0.00*
3D 178.05 + 24,978 | 749.58 + 109.99% | 0.00 + 0.00*

Control No aplica 113.47 + 27.54¢ | 339.95 + 26.54* | 0.00 + 0.093*
15 2D 196.92 + 71.78¢ 533.25 + 59.66° 0.00 + 4.524
3D 149.56 + 31.398 552.70 + 30.708 0.00 + 0.00*

Control No aplica 113.47 + 27.54* | 339.95 + 26.54* | 0.00 + 0.093*
20 2D 389.15 + 182.32° | 1284.54 + 174.19° | 0.00 + 0.008
3D 169.05 + 19.68° 609.54 + 34.088 0.00 + 0.00%

Control No aplica 113.47 + 27.54* 339.95 + 26.54* | 0.00 + 0.093®

2Los resultados se expresaron como mg equivalente de acido galico/kg de planta, - el valor medio en la misma fila con diferente
letra fueron significativamente diferentes (p<0.05 Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney).

9.4.1.3 Prueba CUPRAC

Los resultados obtenidos por medio de la prueba CUPRAC presentaron un aumento significativo
en la capacidad reductora en semillas que estuvieron en contacto con los campos magnéticos
oscilantes en comparacion con aquellas que no (control). Los resultados se presentan en la tabla
18 donde la asignacion de la letra A, B y C indica que hubo diferencias significativas (p<0.05).
En este sentido los campos magnéticos, tanto en la configuracion 2D como 3D, tuvieron un efecto

significativo independientemente del tiempo de exposicion.

Nuevamente, se observa que los mejores resultados provienen de semillas en contacto con
campos magnéticos oscilantes 2D y tiempo de exposicion de 20 minutos, siendo el diclorometano
el mejor solvente, seguido del etanol, posteriormente agua y, por Gltimo, el control.
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Tabla 18. Actividad antioxidante de los extractos diferenciales a 0.05 mg/mL considerando la prueba antioxidante

CUPRACS.
5 2D 52.35+5.62* | 108.92+4.74% | 0.52 +0.14*
3D 157.93 + 6.04% | 369.22 + 32.36" | 1.75 + 0.29°
Control No aplica 83.40 * 6.86° 73.96 + 5.62¢ | 2.08 + 0.35¢
15 2D 148.06 + 6.90 | 152.54 +9.61% | 0.94 + 0.48*
3D 118.81+11.39% | 149.27 +4.70® | 1.74 +0.38"
Control A.A No aplica 83.40 + 6.86“ 73.96 + 5.62* | 2.08 + 0.35°
20 2D 589.88 + 69.51° | 542.90 + 42.05° | 8.86 + 1.58°
3D 149.92 + 12.33* | 161.04 +5.18* | 0.08 + 0.02*
Control A.A No aplica 83.40 + 6.86¢ 73.96 + 5.62¢ | 2.08 + 0.35¢

3Los resultados se expresaron como mg equivalente de acido galico/kg de planta A-C el valor medio en la misma fila con diferente
letra fueron significativamente diferentes (p<0.05 Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney).

9.4.1.4 Prueba FRAP

La tabla 19 presenta los resultados de la prueba FRAP, en la cual se observa que hubo un
aumento significativo de la actividad antioxidante donde la asignacion de la letra A, B y C indico
dichas diferencias significativas (p<0.05). Destacando que cuando las semillas provienen del
tratamiento con campos magnéticos oscilantes 2D y tiempos de exposicion de 20 minutos, en
comparacion con el control. EI mejor solvente fue el etanol, seguido del diclorometano, en el caso
del agua no se obtuvo actividad antioxidante. Los resultados indican que la mejor configuracion

de campo magnético oscilante fue la biaxial (2D).
Tabla 19. Actividad antioxidante de los extractos diferenciales a 0.05 mg/mL considerando la prueba antioxidante

FRAP*

2D 10.08 + 4.36% | 120.08 + 15.57* | 8.26 + 2.14*

> 3D 20.58 £ 34.03* | 38.77 + 42.60° 0.00 + 4.12°

Control No aplica 0.00 + 8.08¢ 67.64 + 2.80°8 1.89 + 1.26°

15 2D 83.56 + 20.17® | 183.64 +11.18% | 8.47 + 2.55"

3D 31.83+15.04* | 173.16 + 18.25% | 3.15+ 4.26"

Control No aplica 0.00 + 8.08° 67.64 + 2.80* 1.89 + 1.26°
20 2D 163.22 + 97.68% | 451.75 + 187.11° | 84.25 + 15.24*

3D 26.07 + 45.95* | 129.80 + 23.68% | 0.42 +0.28"

Control No aplica 0.00 + 8.08° 67.64 + 2.80* 1.89 + 1.26°

“Los resultados se expresaron como mg equivalente de Quercetina /kg de planta, A-Del valor medio en la misma fila con diferente
letra fueron significativamente diferentes (p<0.05 Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney).

45



10. DISCUSION

Este trabajo presentdé una investigacion exhaustiva en el efecto de los campos magnéticos
oscilantes en el proceso de germinacion, crecimiento de plantas y analisis de antioxidantes
provenientes de semillas de Agave tequilana (A. tequilana) considerando como parametros el
tiempo de exposicion y la configuracion de los campos magnéticos oscilantes: biaxiales (2D) y
triaxiales (3D). Las semillas de Agave tequilana provienen de un lote de semillas del 2004 del
banco de germoplasma del Herbario y Jardin Botanico Universitario de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla (BUAP). Adicionalmente, se analizé el efecto del medio de
cultivo in vitro tanto en las semillas expuestas como en el control.

De acuerdo con las diferentes etapas realizadas, se encontré que los campos magnéticos
oscilantes representan un pretratamiento exitoso para mejorar la estimulacion de semillas, en
comparacion con aquellas que no estuvieron en contacto. Particularmente, la exposicién de las
semillas de A. tequilana presentaron resultados relevantes en la velocidad de germinacion
cuando la configuracion de los campos magnéticos oscilantes fue triaxial (3D) y el medio de
cultivo in vitro fue Agar-agua (A.A). Mientras que, la configuracion de campos magnéticos
oscilantes biaxiales (2D) presentaron resultados favorables cuando el medio de cultivo in vitro
fue Murashige & Skoog (MS). Estos resultados demuestran que la eficiencia del pretratamiento
depende tanto de la configuracion de los campos magnéticos oscilantes, como del medio de
cultivo in vitro.

Algo importante a establecer es que las variables morfolégicas como cotiled6n, hoja verdadera,
raiz principal y nimero total de hojas no presentaron diferencias significativas, ya que por medio
del analisis estadistico mediante pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y U de Mann-
Whitney, los resultados indican ser semejantes para las semillas que estuvieron expuestas a los
pretratamientos de campos magnéticos oscilantes y el control.

Por otro lado, las pruebas de antioxidantes si presentan diferencias considerables entre las
semillas expuestas a los pretratamientos antes mencionados. Los resultados de la prueba DPPH
indican que el mejor pretratamiento fue cuando las semillas se expusieron por 15 minutos en
ambas configuraciones de campos magnéticos oscilantes, superando por 20.52% para la
configuracién 2D y 15.95% para la configuracion 3D al control. En esta prueba el mejor solvente
fue etanol. La prueba DPPH es el primer indicador de que la activacion de mecanismos
antioxidantes es inducida por la estimulacion con campos magnéticos oscilantes. Por medio de
la prueba de Folin-Ciocalteu se evidencié un incremento fendlico total, los valores mas altos
corresponden al pretratamiento de campos magnéticos oscilantes 2D y tiempos de exposicion
de 20 minutos, tanto en diclorometano como en etanol. Estos resultados indican que, al
exponerse las semillas de A. tequilana por mas tiempo a campos magnéticos oscilantes biaxiales
favorece la sintesis de compuestos fendlicos, los cuales estan directamente asociados con la
respuesta antioxidante ante un estrés que pueda tener la planta. La prueba CUPRAC también
demostr6 un aumento significativo en la capacidad reductora de cobre (Cu) en los
pretratamientos empleados, destacando nuevamente que el mejor pretratamiento corresponde a
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20 minutos de exposicidon en campos magnéticos oscilantes 2D. Estos resultados sugieren que
la configuracion de campos magnéticos biaxiales promueve una activacion metabdlica mas
uniforme y eficaz a diferencia de la configuracion triaxial, la cual si mostro resultados favorables,
pero con mayor variabilidad entre los pretratamientos. Finalmente, en la prueba FRAP se repitio
esta tendencia, siendo 20 minutos el mejor tiempo de exposicion y los campos magnéticos
oscilantes 2D la mejor configuracion. Los resultados también indicaron que el etanol fue el mejor
solvente, seguido por el diclorometano y finalmente, el agua. Estos resultados indicaron que, una
exposicion prolongada al campo magnético oscilante biaxial potencia la actividad antioxidante en
las plantas.

Con base a los resultados anteriores, podemos deducir que la estimulacién de semillas de Agave
tequilana con campos magnéticos oscilantes se considera un pretratamiento favorable para la
estimulaciéon de germinacién, aun cuando el lote tiene 19 afios de antigledad. Los resultados
muestran que el tiempo de exposicion de las semillas de Agave tequilana Weber Azul a tiempos
de exposicién entre 15y 20 minutos a campos magnéticos oscilantes (cuya intensidad de campo
fue 5.3 mT y frecuencia de 10 Hz) si representan un incremento en los marcadores de actividad
antioxidante. Sin embargo, este pretratamiento no presenté resultados contundentes cuando se
analizaron cambios morfolégicos en el cotiledén, la hoja verdadera, la raiz principal y las hojas
totales.

Estos hallazgos concuerdan con antecedentes de otras especies, por ejemplo, las semillas
Quinoa, Chenopodium quinoa, (Wang et al., 2024) y Calotropis procera (Bezerra et al., 2023)
fueron expuestas a campos magnéticos estacionarios con intensidades menores (2-10 en mT),
pero si mostraron un aumento en los fenoles y en la capacidad antioxidante. Asimismo, estudios
como las semillas de Triticum aestivum L. (Cecchetti et al., 2022) concuerdan que la exposicion
de semillas en campos magnéticos oscilantes resulta favorable en el proceso de germinacion y
en el vigor de las plantas cuando la intensidad del campo magnético es de 7 mT. Sin embargo,
también se ha encontrado que hay efectos adversos por encima de ciertos valores de la
intensidad (250 mT) en semillas de cebada (Hordeum vulgare) (Ercan et al., 2022).

En la mayoria de las investigaciones realizadas en semillas agricolas se consideran campos
magnéticos estacionarios, quizas por su practicidad en el montaje experimental, pero en esta
investigacion se considerd que la aplicacion de campos magnéticos oscilantes puede establecer
un precedente en el estudio de los procesos de germinacion, vigor y perfil antioxidante en este
tipo de semillas.

Como ya se mencion6 anteriormente, también se estudio el efecto del medio de cultivo in vitro
en el proceso de germinacion de las semillas. Los resultados indicaron que el medio de cultivo
de Agar-agua (A.A) fue el més adecuado, ya que los parametros de germinacion presentaron
valores elevados con una correlacion entre los resultados en comparacion con el medio
Murashige & Skoog (MS).

De acuerdo con la hip6tesis propuesta, si hubo cambios notables en el proceso de germinacion
de las semillas de Agave tequilana después de ser expuestas a campos magnéticos oscilantes
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y se considera que esta exposicion induce una respuesta de estrés, la cual es beneficiosa para
activar rutas fenodlicas y mecanismos de defensa, como pueden ser la captacion de lluvia o la
activacion enzimatica. Algo ya identificado en otras investigaciones, como en las semillas
Chenopodium quinoa (Wang et al., 2024). Para sustentar estas ideas es necesario realizar un
analisis enzimatico bioinformético, ya que permite identificar los mecanismos moleculares
subyacentes al pretratamiento de semillas a estimulos externos, como ya ha sido empleado en
otros trabajos con campos magnéticos estaticos (Bezerra et al., 2023; Ercan et al., 2022).

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la estimulaciéon de semillas de Agave
tequilana con campos magnéticos oscilantes puede convertirse en una estrategia sostenible y
asi optimizar su proceso de germinacién, sin necesidad de agregar compuestos quimicos.
Ademas, se evidencid que las semillas expuestas germinaron rapidamente, este proceso se logré
bajo condiciones controladas, demostrando su capacidad adaptativa a diversos entornos, como
fue el medio de cultivo in vitro.

Desde una perspectiva biotecnoldgica, estos hallazgos indican que la exposicion de semillas a
campos magnéticos oscilantes podria considerarse como una herramienta complementaria para
mejorar una capacidad antioxidante de A. tequilana, ya que no altera su crecimiento inicial.
Adicionalmente, los resultados demuestran la capacidad de adaptacion de la especie ante
sefales fisica externas, inclusive sin mostrar cambios morfol6gicos notables, las semillas y
plantulas responden internamente fortaleciendo sus sistemas de defensa, como si prepararan su
fisiologia para un entorno mas demandante, a pesar de que crecieron en un entorno controlado
en sus primeros 45 dias de vida. Esta alternativa tiene implicaciones positivas en la propagacion
masiva y conservacion de la especie, asimismo aportar conocimientos sobre el entendimiento
del uso de campos magnéticos sobre semillas agricolas.
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11. CONCLUSION

En la actualidad, la sobreexplotacion de semillas es una de las principales causas de la
disminucion en la variabilidad genética de diversas especies, como es el caso de la semilla A.
tequilana. Gracias a los avances en Biotecnologia, se han desarrollado bancos de germoplasmas
gue, aunque existen desde hace tiempo, sus condiciones han mejorado significativamente
gracias a la Biotecnologia vegetal, la cual ha permitido optimizar los protocolos de conservacion
y micropropagacion con el propdsito de preservar y multiplicar especies vegetales.

El perfeccionamiento de estos protocolos, especialmente para semillas en peligro de extincion,
puede generar multiples beneficios. En este contexto, la investigacién presentada en este trabajo,
a pesar de tratarse de un experimento piloto, mostraron resultados favorables, tanto en el
pretratamiento con campos magnéticos oscilantes, como el efecto del medio de cultivo in vitro.
En especifico, los resultados obtenidos de la técnica de cultivo in vitro pueden dar paso a un
método innovador en la propagacion de la especie Agave tequilana Weber Azul. Resultando una
propuesta alternativa a la actual, donde debido a su industrializacion se ha impulsado su
propagacion masiva a partir de explantes, esto con el objetivo de la obtencion de plantas en un
menor tiempo y poder realizar el proceso de destilacion para la obtencidn del tequila.

Los resultados obtenidos demuestran que el uso de campos magnéticos oscilantes como
pretratamiento en las semillas de Agave tequilana podrian ayudar a generar un mayor vigor en
estas, aun cuando su tiempo de recoleccion sea prolongado. Este trabajo no solo contribuye al
campo de la Biotecnologia vegetal, sino también abre nuevas perspectivas para investigaciones
futuras donde se combinen conocimientos de Fisica y Biologia en aplicaciones biotecnoldgicas.
No obstante, se considera que es necesario realizar mas pruebas fisioldgicas en plantulas, como
la cinética de imbibicion o pruebas ante distintos pH y salinidad en el sustrato.

Sin duda, los resultados obtenidos en este trabajo podrian servir como base para explorar

aplicaciones en la rama de Biotecnologia alimentaria, aprovechando los metabolitos para la
creacion de posibles nutraceuticos.
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12. PRESPECTIVAS

Gracias a la literatura analizada, el efecto de los campos magnéticos se relaciona con respuestas
fisiologicas inducidas por un estrés moderado mas que a interacciones directas con estructuras
moleculares especificas. Diversos estudios proponen que se pueden alterar el balance redox
mediante modulaciones en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales,
en concentraciones controladas, actlan para generar rutas de defensa, antioxidantes y de
adaptacion (Sarraf et al., 2020; Pawetek et al., 2022; Maria Guzman Armenteros, 2024).
Asimismo, se ha propuesto que los campos magnéticos influyen en la movilidad de iones, la
permeabilidad de membranas y la actividad enzimatica, lo que puede desencadenar cambios en
la sefializacion intrecelular y en expresién de genes relacionados con el crecimiento y el estrés
(Hafeez et al., 2023; Radhakrishnan et al., 2019; Saletnik et al., 2022). No obstante, aunque estos
mecanismos han sido descritos de manera recurrente, ain no se comprende completamente
cdmo estas interacciones biofisicas se pueden traducir a respuestas fisiolégicas favorables, lo
gue resalta la necesidad de estudios futuros que integren analisis moleculares, bioquimicos y
biofisicos para esclarecer el origen del denominado estrés positivo inducido por campos
magnéticos en plantas.
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