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RESUMEN

El Lilium sp., o lirio, es una planta de gran importancia ecoldgica, cultural y comercial, apreciada
en jardineria, fragancias y medicina tradicional. Dado que su reproduccién natural enfrenta
limitaciones, la propagacion /n vitro es esencial para su cultivo eficiente y sostenible, permitiendo
obtener plantas libres de enfermedades y con alta calidad genética. Un reto significativo de esta
técnica es la contaminacion, que demanda protocolos estrictos de desinfeccion. En este contexto,
las nanoparticulas de plata (NPsAg) destacan por sus propiedades antimicrobianas, reduciendo
la contaminacion y mejorando la eficiencia del proceso, ademas de ser una alternativa sostenible
frente a quimicos agresivos. En la presente investigacion se determiné el efecto de las NPsAg
Argovit™ en el establecimiento /n vitro de Lilium sp. Para ello se establecid un protocolo para la
regeneracion /n vitrode Lilium sp. a partir de escamas mediante la utilizacion de NPsAg Argovit™
en la etapa de establecimiento /in vitro del cultivo. En el cual se demostré la efectividad de las
concentraciones utilizadas de NPsAg Argovit™ para promover el crecimiento de explantes de
Lilium sp. ‘Concador select’; y a su vez contrarrestaron la contaminacion en la etapa de
establecimiento /n vitro del cultivo. En este estudio, las NPsAg Argovit™ se evaluaron en
concentraciones de 0, 25, 50 y 100 mg. L-1 con tiempos de inmersién de 5, 10 y 15 minutos. La
mejor asepsia (94%) se obtuvo con 100 mg. L-1 y 15 minutos de inmersion, mientras que la
mayor brotacion (7.03 microbulbos por explante) ocurrié con 25 mg. L-1 y el mismo tiempo. Las
NPsAg también redujeron la oxidacion fendlica en los explantes, optimizando la propagacién in
vitro del Lilium sp. Estos hallazgos resaltan su potencial para la produccion comercial y

conservacion de esta especie ornamental.

Palabras clave: actividad microbicida, bionanotecnologia, hormesis, micropropagacion.
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1.0 INTRODUCCION

El Lilium sp., conocido como lirio, desempefia un papel esencial en diversos ambitos. Su valor
ecoldgico radica en ser una fuente de alimento para polinizadores como abejas y mariposas,
contribuyendo a la salud de los ecosistemas (Garcia-Pérez et al., 2023; Silva y Rocio, 2024).
Ademas, posee un gran simbolismo cultural, siendo utilizado en tradiciones, arte y religiones
como un emblema de pureza y renacimiento (Mantilla et a/.,, 2023; Arévalo-Galarza et al., 2024).
En la jardineria, los lirios son altamente apreciados por su belleza y variedad de colores,
embelleciendo espacios tanto exteriores como interiores (Imbago-Lanchimba y Gdmez-Cabezas,
2021; Winarto et al, 2024). También tienen aplicaciones comerciales en la industria de
fragancias, gracias a su aroma caracteristico. Algunas especies incluso se utilizan en la medicina
tradicional para aliviar ciertos malestares (Khan et a/., 2021; Anisah et al., 2023). Asi, el Lilium
sp. combina belleza, funcionalidad y un profundo significado cultural, lo que lo convierte en una

planta verdaderamente especial.

La propagacion acelerada /in vitro del Lilium sp. es esencial debido a las limitaciones en su
propagacion vegetativa natural (Patil et al., 2021; Zuo et al., 2024). Esta planta suele tener
dificultades para reproducirse de manera eficiente mediante bulbos, lo que reduce la produccién
y disponibilidad comercial. Los métodos /in vitro permiten superar estas barreras al generar
grandes cantidades de plantas en menos tiempo y bajo condiciones controladas (Kamalashree y
Nayaka, 2023; Patka et al.,, 2023). Ademas, esta técnica asegura la obtencién de plantas libres
de enfermedades y con caracteristicas genéticas uniformes, lo que mejora la calidad del cultivo
(Dhorajiwala, 2022). La propagacion /n vitro también permite preservar especies raras o0 en
peligro de extincién, contribuyendo a la conservacion genética. Por otro lado, facilita la
produccion comercial a gran escala, satisfaciendo la demanda del mercado ornamental y agricola
(Mosonyi et al., 2022). Por estas razones, el uso de la propagacion /n vitro es una solucion
indispensable para optimizar el cultivo del Liium sp. y garantizar su sostenibilidad.

El cultivo /in vitro del Lilium sp. enfrenta varias limitaciones, siendo las contaminaciones durante
el establecimiento una de las mas significativas (Patil et a/., 2021; Zuo et al., 2024). Estas
contaminaciones suelen originarse de microorganismos presentes en los tejidos de las plantas o
en el ambiente del laboratorio, incluso en condiciones de esterilidad (Gong et al., 2023; Basit y
Lim, 2024). La dificultad de eliminar completamente los hongos, bacterias u otros patégenos en

el material vegetal puede comprometer el éxito del cultivo. Ademas, el manejo inadecuado de
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las herramientas y medios de cultivo contribuye a aumentar el riesgo de contaminacion. Este
problema no solo reduce la eficiencia del proceso, sino que también incrementa los costos al
requerir repetidos intentos de limpieza y nuevas preparaciones (Fan y Sun, 2024; Winarto et al.,
2024). Por ello, es fundamental implementar técnicas rigurosas de desinfeccion y esterilizacion,
asi como protocolos estrictos de trabajo en entornos controlados. Estas medidas ayudan a

minimizar las contaminaciones y maximizar los resultados del cultivo /in vitro.

Las nanoparticulas de plata han demostrado ser una herramienta prometedora en el control de
contaminaciones durante el establecimiento /n vitro del Lilium sp. (Singh et al.,, 2023; Zeng et
al.,, 2024). Gracias a sus propiedades antimicrobianas, estas nanoparticulas son capaces de
inhibir el crecimiento de bacterias, hongos y otros microorganismos que suelen comprometer el
éxito del cultivo (Lashin et al., 2021; Orlikowski et a/., 2023). Su aplicacién en medios de cultivo
permite reducir significativamente las tasas de contaminacidon, mejorando la eficiencia del
proceso y disminuyendo la necesidad de tratamientos quimicos mas agresivos (Noori et al., 2024;
Alfosea-Simon et al, 2025). Ademas, las nanoparticulas de plata ofrecen una alternativa
sostenible y efectiva, ya que pueden ser utilizadas en concentraciones bajas sin afectar el
desarrollo de los tejidos vegetales. Investigaciones recientes han explorado su integracion en
protocolos de desinfeccidn y esterilizacion, mostrando resultados alentadores en la propagacién
in vitro de plantas ornamentales como el Lilium (Hernandez-Diaz et al., 2021; Okoroafor, 2022).
Este enfoque innovador representa un avance significativo en la biotecnologia vegetal,

optimizando la produccién de especies de alto valor comercial y ornamental.

Basado en los planteamientos anteriores, la investigacion recogida en el presente documento de
tesis estuvo encaminado a la comprobacion de la siguiente hipotesis: Las nanoparticulas de plata
pueden ser utilizadas para la eliminacion de contaminantes microbianos de los explantes en la

etapa de establecimiento /n vitro de Lilium sp.
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1.1 JUSTIFICACION

El cultivo de Liiumen los Ultimos afos ha adquirido gran importancia en los mercados nacionales
e internacionales. En México los productores de Lilium para establecer areas a este cultivo se
abastecen de bulbos importados; y mantenidos en cadena de frio hasta su siembra en campo.
Lo cual favorece la aparicion de enfermedades fungosas y bacterianas que en muchos casos no
son detectadas al momento de la siembra en campo. Por otra parte, el género Lilium se propaga
vegetativamente a partir de la formacidn natural de nuevos bulbos desarrollados principalmente
en las axilas de las hojas; bulbos de tallos o bulbillos desarrollados a partir de escamas. Este
ultimo constituye el mayor uso en la propagacion del cultivo, sin embargo, el tamaio del bulbo
comercial se obtiene entre tres a cuatro anos. Pero, la propagacion /in vitro de Lilium constituye
una alternativa a los métodos convencionales de propagacion por los beneficios que brinda entre
ellos: aumenta la tasa de multiplicacion y genera material libre de patégenos. Por otro lado, la
utilizacion de nanoparticulas de plata (NPsAg) en la micropropagacion se ha convertido en una
alternativa Gtil para promover la actividad microbicida y el desarrollo durante la propagacion in

vitro de los cultivos.
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1.2 OBJETIVOS

Para el cumplimiento de la anterior hipdtesis se propone los siguientes objetivos:

Objetivo general:

Determinar el efecto de las NPsAg Argovit™ en el establecimiento /in vitro de Lilium sp.

Objetivo especifico:

1. Establecer un protocolo para la regeneracion in vitro de Lilium sp. a partir de escamas
mediante la utilizacidon de NPsAg Argovit™ en la etapa de establecimiento /in vitro del

cultivo.
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2.0 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Sistematica e importancia del género Lilium.

Lilium sp. conocida comiUnmente como azucena hibrida representa una planta herbacea con
bulbos escamosos. Pertenece a la familia Liiaceae y al género Lilium, donde encontarmos los
siguientes subgéneros. Estos son: Cardiocrinum, Euliriony Liliocharis. Por otra parte, este género
comprende aproximadamente 100 especies distribuidas en las regiones templadas del hemisferio
boreal. Donde algunas de ellas son originarias de Europa. Mientras que otras de América del
Norte (EE. UU y Canadd) y algunas se encuentran en Asia (India, China, Filipinas y Japon)
(Heimberger, 2004).

Estos ocupan el quinto lugar entre las flores mas vendidas en el mundo. Lo anterior se atribuye
a su diversidad de colores logrado a través de la hibridacidn entre especies asiaticas y orientales;
y la disponibilidad de la flor durante todo el afio mediante los sistemas intensivos de produccion
(Gémez, 2009). A pesar del alto costo de los bulbos (semilla) por parte del productor, muchas
de sus especies son cultivadas para flor de corte y otras para maceta o sembradas en jardines.
Su oferta abarca un gran nimero de variaciones en color y forma por parte de la flor. Por lo que,
resultan ser muy aceptadas en el mercado (Morales y Arbeldez, 2015). En México, la produccién
de este cultivo ha adquirido gran demanda como flor de corte y de maceta. Lo cual garantiza
una alta demanda en el mercado (Castro y Londofio, 2008). Por otro lado, la produccion de
Liliumy gerbera en el afio 2020 tuvieron un aumento de 4.6 y 3.6 por ciento. Donde el Estado
de México la produccidn se registré hasta un 100% en el cultivo de gerbera; y un 84.5% de la

produccion en el caso de Lilium (SIAP, 2020).

En los momentos actuales el cultivo de Liium sp., ocupa el décimo primer lugar en demanda; y
el segundo lugar en plantas bulbosas en México. Lo cual se atribuye a su gran diversidad de
colores logrado de la hibridacion y de la disponibilidad de la flor durante todas las épocas del
ano mediante los sistemas intensivos de producciéon (SIAP, 2020). Sin embargo, a pesar que
México constituye un productor importante de Lilium, su producciéon de bulbos para siembra es
escasa o nula. Los productores para establecer areas a este cultivo se abastecen de bulbos
importados; los cuales son mantenidos o almacenados en cadena de frio hasta su siembra en
campo. Aspecto que favorece la aparicion de enfermedades fungosas y bacterianas, que en
muchos casos no son detectadas al momento de ser adquiridas por el productor. Por otra parte,
este bulbo sembrado produce flores de calidad de exportacion sélo en la primera cosecha. Por
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tanto, el productor de Liium debe comprar nuevamente bulbos para poder mantener sus
programas de siembra durante todo el ano. Aspectos que incrementan los costos de produccién
y disminuye la rentabilidad del cultivo (Arboleda, 2017; Vazquez, 2017). Por lo tanto, se hace
necesario el desarrollo de técnicas de propagacién masiva que permitan la obtencion de bulbos
de mayor calidad (libre de patdgenos) en menor tiempo y a mas bajos costos, y de esta manera

lograr la sostenibilidad en el cultivo de Liium sp.

2.2 Caracteristicas generales de Lilium sp.

Las especies del género Lilium se agrupan en torno a un disco basal. Las cuales son plantas
formadas por un bulbo escamoso constituido por hojas modificadas. Estas son escamas carnosas
que almacenan las sustancias de reserva previo a la emergencia del sistema radical. Estas
reservas son necesarias para el desarrollo de la planta, y finalmente calidad de la flor. Por otra
parte, presenta raices carnosas que emergen del disco basal; y raices adventicias que salen del
tallo ubicadas en la porcién superior del bulbo. Las raices adventicias tienen la funcién de
absorber nutrientes y agua para el crecimiento de la planta (de Hertogh y Le Nard, 1993). El
bulbo de Lilium sp. presenta escamas externas e internas: las internas estdn mas compactas
rodeando al brote nuevo. En el plato basal, al lado del brote viejo, se forma la yema con el nuevo
meristemo; a su alrededor se va formando un nuevo grupo de escamas. Estas son sensibles a
periodos largos de sequia. Del plato basal salen también las raices, que tienen entre otras, una
funcion importante en la produccion de hormonas. Por lo que se deben conservar incluso cuando
se almacena el bulbo. En este sentido, la mayoria de los bulbos forman raices de tallo que
emergen por encima del bulbo; y son las responsables de la absorcién de agua y nutrientes por
parte de la planta. Sin embargo, las hojas pueden estar separadas o apifadas. Las flores,
llamadas también “campanas”, pueden ser erguidas y colgantes y tener forma de trompeta,
estrella, turbante, etc. Presentan una gama de colores que es bastante amplia donde se incluyen
colores como: blanco, blanco-crema, amarillo, anaranjado, rosa, asi como algunas
combinaciones de éstos en una misma flor (Herreros, 1983). A continuacion se muestra las partes

botanicas de Lilium sp. segun Buschman y Soriano (2004) (Figura 1).
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Figura 1. Partes botanicas de Lilium sp. (Buschman y Soriano 2004).
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2.3 Propagacion sexual y asexual en el cultivo de Lilium sp.

El cultivo de Lilium sp. presentan dos tipos de reproduccidn, estas son las siguientes: sexual o
asexual. Donde el bulbo constituye la principal fuente de material vegetal para su propagacion.
Esto por el interés de propagar material vegetal homogéneo con destino al cultivo industrial para
la produccién de flor cortada (Medina, 2012). La reproduccion asexual representa el método de
propagacion mas utilizado por los grandes productores de flor por las ventajas que presenta. Las
cuales son: método rapido, seguro y ofrece una mayor uniformidad en las plantaciones del cultivo
(Rieche, 1998). Sin embargo, de forma general el género Lilium se propaga a partir de la
formacion de nuevos bulbos. Los cuales se desarrollan principalmente en las axilas de las hojas,
bulbos de tallos y bulbillos desarrollados a partir de las escamas. Este Ultimo representa el
método de mayor uso en la propagacion en el cultivo, el cual constituye el método tradicional de

propagacion en el cultivo.

En este sentido, Vera et al. (2020) obtuvieron una produccién de semilla pre-basica en el cultivo.
Para ello desarrollaron un método de induccién de bulbillos a partir de escamas y aplicando
reguladores de crecimiento, lo cual favorecid a lograr un mejor resultado en cuanto a su
produccion. En la figura 2 se observa la multiplicacion por escamas del bulbo de Lilium sp. segin
Herreros (1983).
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2.4 Avances de la biotecnologia vegetal en la agricultura moderna: Micropropagacion

en el cultivo de Lilium sp.

En los Ultimos afios, los proyectos de investigacion que se desarrollan en el campo de la
biotecnologia vegetal se dividen de acuerdo a las areas de aplicacion. Entre las que encontramos:
micropropagacion, mejoramiento genético, cultivo de tejidos y sanidad vegetal (interaccion
hospedero — patégeno). Donde la micropropagacion o la propagacién /in vitro constituye la
solucién mas eficiente para satisfacer la demanda a gran escala de plantas sanas y de calidad

en los cultivos de interés agricolas (Mahanta et al,, 2023).

La micropropagacion de plantas cuenta con un gran potencial productivo. La cual se utiliza

Figura 1. Multiplicacion por escamas de bulbo de Lilium sp. seguin Herreros (1983).
ampliamente en laboratorios comerciales y de investigacion. Principalmente para la propagacion

masiva de plantas de interés agroalimentaria, forestal y ornamental (Bello y Spinoso, 2023). Se
han aplicado varios métodos de cultivo de tejidos y mejoramiento molecular a la produccion de

especies y cultivares de lirios de importancia comercial.

La micropropagacién o propagacion /in vitro es la propagacion asexual de plantas utilizando
técnicas de cultivo de tejidos vegetales (CTV), ademas de que es uno de los campos de
biotecnologia que actualmente ya se aplica comercialmente. En la actualidad, Ila
micropropagacion de plantas cuenta con un gran potencial productivo; siendo explotada en
laboratorios comerciales y de investigacidn, principalmente para la propagacion masiva de
plantas ornamentales, de importancia agroalimentaria y forestal para la propagacion de plantas
ornamentales, de importancia agroalimentaria y forestal (Bello y Spinoso, 2022). En un estudio
realizado por (Santos et a/., 2020) se logré establecer una metodologia de regeneracion de
plantas de Liium a partir del establecimiento de apices meristematicos /in vitro; y la obtencidn
de bulbos para su multiplicacion, ademas de utilizar diferentes concentraciones de hipoclorito de
sodio para la desinfeccion de los explantes, en la cual se obtuvo un alto porcentaje de
sobrevivencia en la fase de aclimatacion. Por lo tanto, la aplicaciéon de la biotecnologia vegetal
en el campo de la propagacion de plantas resulta una herramienta basica y efectiva para obtener
bulbos de mayor calidad e inocuidad para plantar durante todo el afio sin necesidad de
importarlos (Garcia y Companioni, 2018).
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2.5 Utilizacion de nanoparticulas de plata en la micropropagacion de plantas: Efecto
de microbicidas de las nanoparticulas de plata.

La micropropagacion de plantas puede ser limitada por varios factores entre los que
encontramos: la contaminacion /n vitro. Por ello, la desinfeccion en la etapa de establecimiento
in vitro representa uno de los pasos mas importantes en la eliminacién de la contaminacion
bacteriana y fungica (Chavez et al 2020). La contaminacién en esta etapa inicial de la
micropropagacion puede deberse a microrganismos enddfitos. Los cuales crecen y se desarrollan
en el interior de los tejidos de la planta. Aunque también se debe a la manipulacién o tolerancia
de estos microrganismos contaminantes a la desinfeccion de ciertos quimicos (antibiodticos y
fungicidas). Lo cual representa un problema grave durante esta etapa de la micropropagacion.
Tanto para la micropropagacion a pequena escala o de manera comercial, dado que los
contaminantes /n vitro pueden afectar el crecimiento de los explantes compitiendo por agua, luz,

espacio y nutrimentos (Rivas y Torres, 2021).

En los ultimos afios, el uso de nanomateriales ha demostrado potencial para mejorar el campo
agricola, durante la germinacion, crecimiento de plantas, actividad fisioldgica, expresion génica,
actividad bioquimica proteica y enzimatica (Pramanik et a/., 2020). Sin embargo, cabe mencionar
que se han detectado efectos negativos mediante el uso de nanomateriales con cantidades
excesivas provocando toxicidad y disminucidon en el crecimiento y desarrollo de organismos
vegetales (Chen et al, 2022). En acuerdo con algunos estudios los nanomateriales en
concentraciones bajas provocan repuesta positiva en organismos y; por el contrario, ocurre una
respuesta negativa con altas concentraciones. Dicho fendmeno es denominado hormesis
(Benavides-Mendoza y Fuentes-Lara, 2022). La utilizacion de nanomateriales y en particular las
nanoparticulas de plata (NPsAg) ha demostrado ser una alternativa Gtil para promover el
desarrollo vegetal y la hormesis durante la propagacién /in vitro de cultivos (Chavez-Garcia et al.,
2020). Diversos estudios encontraron que las concentraciones de NPsAg produciran efectos

positivos en funcién de la concentracion y la especie vegetal.

En el cultivo de Allium cepa las concentraciones bajas (5 y 10 pg/mL) promueven su crecimiento
evitando dafar raices o bulbos (Casillas — Figueroa et al, 2020). En tejidos de vainilla (Vanilla
planifolia) la concentracion de 100 mg. L presentd el porcentaje menor de contaminacion; sin
embargo, para el desarrollo y multiplicacién vegetal los resultados positivos se obtuvieron con
25y 50 mg. L't de NPsAg (Pastelin-Solano et al., 2020). También los explantes de hojas de fresa
(Fragaria x ananassa) fueron tratados con 200 mg/L de NPsAg por 20 minutos de inmersion, lo
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cual provoco mayor efectividad en la desinfeccién y regeneracién de brotes en comparacién con
el uso de 1 g/L de HgCl, (Tung et al., 2021). Asi también, en el cultivo de gladiolo (Gladiolus
apices) el mayor porcentaje de asepsia y longitud de brote se logré con la concentracién de 50
mg. L't de NPsAg (Chavez-Garcia et al., 2020). Por otro lado, en el cultivo de guayaba (Psidium
friedrichsthalianum) la aplicacién en brotes con 50 mg/L de NPsAg Argovit™ durante 5 min
presento 60% de asepsia, mientras que la esterilizacién en medio de cultivo con 5 mg/L como
bicapa permanente disminuy6 la tasa de contaminacion de los brotes al 50%. También el area
foliar y la tasa de multiplicacion fueron altamente significativas mediante la aplicacién de NPsAg
Argovit™ (Andujar et al., 2020). Por ello, la utilizacién de NPsAg en la agricultura para el manejo
de fitopatdgenos se ha promovido recientemente como una opcion innovadora y sustentable,
ademds de ganar popularidad como nanomateriales versatiles debido a sus propiedades
antimicrobianas y por considerarse como una herramienta prometedora en la agricultura para el
control de fitopatdgenos, pues a diferencia de los agroquimicos tradicionales las NPsAg ofrecen
la ventaja de poder aplicarse in situ en pequefias cantidades (Avila et a/,, 2024). Este grupo de
investigadores realizaron un estudio sobre las implicaciones bioéticas que tiene el uso de NPsAg
y concluyeron que aun con el impacto que estas han tenido en la actualidad es importante
conocer las concentraciones adecuadas en que se recomienda utilizarlas ademas de saber si

pueden presentar algun impacto tanto en la salud humana como en el medio ambiente.

Por otro lado, en un estudio realizado por Hernandez et al (2022), en donde se evaluaron
diferentes concentraciones de nanoparticulas para determinar el porcentaje de contaminacion
en brotes de cafia, se llegd a la conclusidon de que las concentraciones de NPsAg utilizadas en
el enraizamiento permiten un control del 100 % de la contaminacidon por bacterias, pero no
resulta lo mismo para el caso de hongos, ademas de que se logra un efecto positivo en el
enraizamiento de los brotes /n vitro de cana de azlcar, con presencia de la auxina o sin ella.
Otro ejemplo de estas aplicaciones es el caso del jalapefo, que segun Aguilar et a/. (2021) es
una especie que tiene mucho valor comercial en el mundo por tener varios usos, pero existe la
problematica de que este género tiene problemas para propagarse bajo condiciones in vitro ya
que es una especie recalcitrante y ademas su genotipo puede influir en la obtencién de
respuestas morfogénicas. Por ello, Aguilar et a/. (2021) realizaron un estudio con el objetivo de
obtener plantas de jalapefio a partir de semillas establecidas /n vitro con nanoparticulas de plata
(NPsAg) incluidas en el medio de cultivo y reguladores de crecimiento para inducir su

propagacion mediante organogénesis directa, obteniendo como resultado un favorecimiento en
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el establecimiento de semillas de jalapeno, al evitar la presencia de bacterias y hongos, ademas
de obtener plantas con mas entrenudos o segmentos nodales.

En este acapite se ha resefiado la importancia de la utilizacién de las nanoparticulas de plata en
la micropropagacion de plantas. Sin embargo, su uso en la micropropagacion de Lilium sp., puede
constituir una herramienta importante para en el establecimiento /n vitro en el cultivo. Tal uso

se recoge en el presente documento.
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3.0 MATERIALES Y METODOS
3.0.1 Generalidades de los experimentos.

La presente investigacion se desarrolld en el Laboratorio de Micropropagacion de Plantas, del
Instituto Mexicano del Maiz "Dr. Mario E. Castro Gil”, perteneciente a la Universidad Autonoma

Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila, México.

Nanoparticulas de plata (NPsAg) Argovit™: Las nanoparticulas de plata fueron
proporcionadas por la Red Internacional de Bionanotecnologia y el producto se comercializa
como Argovit™. La formulacién de Argovit™ es una suspension de NPsAg altamente dispersa en
agua con concentracion total de 200 mgmL™, 18,8% de polivinilpirrolidona (PVP)y 1,2% de plata
metdlica. Las NPsAg de esta formulacion han sido descritas como una forma esferoidal por
microscopia electronica de transmision (TEM) con una distribucién de didmetro entre 1 a 90 nm
y un tamano promedio de 35 + 12 nm. El didmetro hidrodinamico es de 70 nm, con potencial
zeta de -5 mV y una resonancia plasménica de 420 nm. Las suspensiones de NPsAg Argovit con
diferentes concentraciones (tratamientos) se prepararon por dilucion utilizando agua destilada

estéril.

3.1 Establecimiento /in vitro de Lilium sp. a partir de escamas mediante la utilizacion
de nano particulas de plata.

3.1.1 Desinfeccion de explantes de Lilium sp. 'Concador select’ con bicloruro de mercurio.

Para la primera etapa de la experimentacion se procedid al lavado con detergente comercial y
se enjuagd con agua de grifo. Después, los explantes se sumergieron en Captan® 50 PH al 0.2%
(w/v) por 15 minutos. Enseguida se enjuagaron con agua destilada estéril y se transfirieron a
campana de flujo laminar para una inmersién en etanol al 70% (v/v) por un minuto. Luego se
realizd la desinfeccién con bicloruro de mercurio (HgCl,) al 0.25% con una gota de tween 20
durante los tiempos de inmersion de 5 y 7 minutos. Posterior a esto, se realizaron tres enjuagues
con agua destilada estéril. Por ultimo, se realizd un corte medio a las escamas para obtener la
parte proximal (parte del explante mas cercana al tejido meristematico) y la parte distal (parte
del explante mas lejana al tejido meristematico). Los tratamientos incluidos para esta fase de
desinfeccion se describen a continuacion (Cuadro 1). Al final, las escamas se colocaron en
posicidn adaxial en frascos con medio de cultivo Murashige-Skoog (1962) (Cuadro 2).
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Cuadro 1. Tratamientos incluidos durante la desinfeccion de explantes de Liium sp. *~Concador select’
utilizando bicloruro de mercurio (HgCl2) con diferentes tipos de explante y tiempos de inmersion.

Agente desinfectante Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3 Trat. 4
(min) (min) (min) (min)
Bicloruro de mercurio Proximal Distal Proximal Distal
(HgCl2) (0.25%) (7" (7" (5" (5"

Proximal (parte del explante mas cercana al tejido meristematico). Parte distal (parte del explante

mas lejana al tejido meristematico). 7° minutos y 5" minutos de inmersion.

Cuadro 2. Medio de cultivo utilizado en el establecimiento de escamas de escamas Liium sp. *Concador

select’.

Componente mgL~! Medio

Sales MS 100%
MyO Inositol 100
Tiamina 1.0
Sacarosa 30 000
6 BAP 1
Phytagel 3500
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3.1.2 Desinfeccion de explantes de Lilium sp. 'Concador select’ con NPsAg Argovit™

En esta segunda etapa de la investigacion se realizo el lavado con detergente comercial y
abundante agua. Después, los explantes se sumergieron en Captan® 50 por 15 minutos. Seguido
se enjuagaron con agua destilada estéril y se transfirieron a campana de flujo laminar para una
inmersién en etanol al 70% (v/v) por un minuto. Luego se realizd una desinfeccion con bicloruro
de mercurio (HgCl) al 0.25% con una gota de tween 20 por 7 minutos. Enseguida, se realizaron
tres enjuagues con agua destilada estéril y se utilizaron las nanoparticulas de plata (NPsAg
Argovit™) con concentraciones de 25, 50 y 100 mg L™ e inmersiones de 5, 10 y 15 minutos, se
realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril. Por Gltimo, se realizd un corte medio a las
escamas para obtener la parte proximal (parte del explante mas cercana al tejido meristematico).
Los tratamientos incluidos para esta fase de desinfeccion se describen a continuacion (Cuadro
3). Al final, los explantes se implementaron en posicién adaxial en frascos con medio de cultivo
Murashige-Skoog MS (1962) (Cuadro 2).

Cuadro 3. Tratamientos incluidos durante la desinfeccién de explantes de Lilium sp. *Concador select’

utilizando diferentes concentraciones y tiempos de inmersion con NPsAg Argovit ™.

Agente T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

desinfectante (min) (min) (min) (min) (min) (min) (min) (min) (min)

NPsAg 25mg 50mg 100 mg 25 50 mg 100 25mg 50 mg 100
Argovit ™ L L L mg L L mg L™ L Lt mg L™

(59 (107 (15) (10" (15) (59 (15) (59 (107

5" minutos, 10’ minutos, 15’ minutos de inmersion.
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3.2 Incubacion de explantes

Durante la experimentacién las condiciones de incubacion fueron en camara de cultivo en
condiciones de oscuridad, con una temperatura de 22 + 2 °C. Los frascos con los explantes se
incubaron durante 42 dias. En cada frasco se colocaron 5 explantes, en cada tratamiento se
incluyeron 3 frascos obteniendo un total de 15 repeticiones. Posterior al tiempo de incubacion,

se realizo la evaluacion de variables para cada tratamiento.

3.3 Oxidacion fenolica

Se determind la presencia o ausencia de oxidacion fendlica por explantes, mediante una

evaluacion visual por conteo (Cuadro 4).

3.4 Evaluacion del porcentaje de contaminacion en explantes de Lil/ium sp. ‘*Concador

select’

Al cabo del tiempo de incubacién, se realizo la evaluacion visual y se determiné la presencia de
bacterias y hongos en explantes de Li/ium sp. ‘Concador select’” desinfectados previamente con

bicloruro de mercurio y nanoparticulas de plata NPsAg Argovit ™.

3.5 Evaluacion de brotacion en explantes de Li/ium sp. ‘Concador select’

Se realizé la evaluacion por conteo para determinar el nimero de escamas brotadas y numero
de microbulbos por escamas por parte de los tratamientos incluidos. Cabe mencionar que,
durante la primera desinfeccion de explantes con bicloruro de mercurio (0.25%), la brotacion de
escamas se determind en funcidn del tipo de corte (proximal - distal) con el fin de obtener un

resultado previo que favoreciera las posteriores etapas de experimentacion.

Por otro lado, la brotacién por parte de las escamas proximales para los tratamientos con

bicloruro de mercurio (0.25%) y NPsAg Argovit ™ demostrd resultados relevantes.

3.6 Diseio experimental

Durante la desinfeccidn con bicloruro de mercurio (0.25%) se utilizd un disefio experimental

bifactorial completamente al azar. En el primer factor se incluyd el tipo de corte del explante
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(proximal - distal) y el segundo factor consistid en el tiempo de inmersién (7 y 5 minutos). El
total de tratamientos fueron 4 para cada uno se incluyeron 3 frascos con medio de cultivo y en
cada frasco se colocaron 5 explantes obteniendo un total de 15 repeticiones en cada tratamiento

y un total de 12 unidades experimentales.

Para la desinfeccién con NPsAg Argovit ™ se utilizd al igual un disefio experimental bifactorial
completamente al azar. El primer factor determino las concentraciones de NPsAg (25, 50 y 100
mg L) y para el segundo se incluyd el tiempo de inmersion (5, 10 y 15 minutos). El total de
tratamientos fueron 9 con 3 frascos con medio de cultivo para cada uno y para cada frasco se
colocaron 5 explantes obteniendo 15 repeticiones en cada tratamiento con 12 unidades

experimentales.

3.7 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron procesados en el paquete estadistico Znfo-Stat version 2020 con
prueba de medias LSD Fishery un nivel de significancia p<0.05.
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4.0 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Establecimiento /n vitro de Lilium sp. a partir de escamas mediante la utilizacion

de nano particulas de plata NPsAg Argovit ™,

4.1.1 Efecto de la desinfeccion con bicloruro de mercurio (0.25%) y desinfeccion con las NPsAg

en la presencia de oxidacion fendlica durante el establecimiento in vitro de Lilium sp.

El fendmeno de fenolizacion (oxidacién de compuestos fendlicos) es una respuesta por parte de
los tejidos vegetales, causado por la utilizacion de agentes desinfectantes durante la etapa de
establecimiento del cultivo /n vitro (Sigarroa y Garcia, 2011). Para la oxidacion fendlica en
explantes de Li/ium sp *Concador select’, se observé que la desinfeccidn con bicloruro de mercurio
(0.25%) con tiempo de inmersidn de 7 minutos, la cual present6 alta incidencia con el 68%. Asi
también, la desinfeccion con las NPsAg en concentraciones de 50 y 100 mg L' demostraron
incidencia positiva en un rango desde 13% hasta 33% para determinados tiempos de inmersion
(Cuadro 4). De acuerdo con estos resultados se determina que el agente desinfectante bicloruro
de mercurio puede ser mas abrasivo para los explantes de Lilium sp. ‘Concador select’ durante
la etapa de establecimiento /n vitro. Cabe destacar que a pesar de la liberacién de compuestos
fendlicos en los tejidos por los factores externos no hubo necrosis ni mortandad en los explantes
(Figura 3A-3B). Dicha respuesta comprueba que la capacidad de regeneracion bioldgica y el
desarrollo de bulbillos a partir de escamas esta relacionada con las concentraciones utilizadas
por lo que es de gran importancia ajustar cuidadosamente las dosis y combinaciones para

optimizar la regeneracién y el crecimiento de la planta (Tomanguilla-Llanos et al., 2025)

§-2h

Figura 3A. Escamas de Liium sp. Concador Figura 3B. Microbulbo formado a partir de escamas
select’ con presencia de oxidacion fendlica de Liium sp. Concador select con presencia de

establecidas en medio de cultivo. oxidacién fendlica en el tejido meristematico.
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Cuadro 4. Presencia de oxidacion fendlica durante el establecimiento in vitro de escamas de Lilium sp.

‘Concador select’ mediante la utilizacién de diversos agentes desinfectantes.

Tratamientos

Oxidacion fendlica

(+) ()
Bicloruro de mercurio 0.25% (5’) 0% 100%
Bicloruro de mercurio 0.25% (7°) 68% 32%
NPsAg 25 mg L' (5) 0% 100%
NPsAg 25 mg L= (10") 0% 100%
NPsAg 25 mg L' (15") 0% 100%
NPsAg 50 mg L' (5) 0% 100%
NPsAg 50 mg L= (10") 13% 87%
NPsAg 50 mg L' (15") 13% 87%
NPsAg 100 mg L' (5') 20% 80%
NPsAg 100 mg L= (10’) 33% 67%
NPsAg 100 mg L' (15’) 26% 74%
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4.1.2 Efecto de la desinfeccion con bicloruro de mercurio (0.25%) y desinfeccion con las NPsAg

en el porcentaje de contaminacion durante el establecimiento in vitro de Lilium sp.

Para la desinfeccion de explantes durante la etapa de establecimiento /n vitro, se obtuvo que el
tratamiento con bicloruro de mercurio proximal 7 minutos disminuyd significativamente la
contaminacién presentando un 72% de asepsia total en los explantes (Figura 4). Sin embargo,
al adicionar las NPsAg Argovit™ como agente desinfectante se presentaron diferencias
significativas mayores en comparacién con lo obtenido en el tratamiento con bicloruro de
mercurio obteniendo un 94% de asepsia en explantes con el tratamiento de 100 mg Lty 15

minutos de inmersion (Figura 5).

Lo anterior demuestra que la utilizacién de nanoparticulas de plata (NPsAg) pueden garantizar
un potencial microbicida al disminuir la presencia de bacterias y hongos en explantes, lo cual es
una problematica crucial para el éxito de la propagacion in vitro del cultivo Lilium sp. *Concador
select’. En otros estudios encontraron que la concentracién de 100 mg.L™* de NPsAg Argovit ™
presento el porcentaje menor de contaminacion en tejidos de vainilla Vanilla planifolia (Pastelin-
Solano et al., 2020). Ademas, en gladiolo (Gladiolus apices) el valor mas alto de asepsia se logrd
con 50 mg. L de NPsAg (Chavez-Garcia et al., 2020).
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Figura 4. Efecto de bicloruro de mercurio (HgCl2) (0.25%) en la desinfeccién y establecimiento /in vitro
de escamas de Lilium sp. Proximal: parte del explante mas cercana al tejido meristematico. Distal: parte
del explante mas lejana al tejido meristematico. 7 minutos de inmersién. 5 minutos de inmersion. Letras

diferentes indican diferencias significativas (LSD Fisher p<0.05).
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Figura 5. Efecto de nanoparticulas de plata (NPsAg) con las concentraciones de 25, 50 y 100
mg L™ durante la desinfeccion y establecimiento /n vitro de escamas de Liium sp. mediante 5,
10 y 15 minutos de inmersion. Letras diferentes indican diferencias significativas (LSD Fisher
p<0.05).

De acuerdo a los resultados obtenidos presentados en la Figura 4 y 5 podemos decir que en
ambos tratamientos utilizados obtuvimos un buen porcentaje de asepsia, sin embargo donde se
obtuvo un valor mas alto fue en el tratamiento en donde se utilizaron las nanoparticulas de plata
con una concentracién de 100 mg L'y 15 minutos de inmersién, lo cual nos indica que las NPsAg
actian como un buen desinfectante, incluso mejor que otros utilizandose en concentraciones

adecuadas.
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4.1.3 Microbulbos brotados en escamas con los tratamientos de bicloruro de mercurio y con las

NPsAg Argovit™.

En la Figura 6 podemos observar el proceso que se lleva a cabo durante la propagacion in vitro
de Lilium sp. a partir de escamas partiendo principalmente de un bulbo donante, hasta llegar a
obtener varios microbulbos brotados, en base a esto podemos decir que la propagacion por

escamas es un método eficiente en la produccién de microbulbos.

Figura 6. Regeneracion in vitro de Lilium sp. a partir de escamas. Bulbo donante, B) secciones
de escamas, C) 1- distal y 2-proximal, induccion de microbulbo, D) microbulbo diferenciado a los
42 dias de edad.

Para la variable microbulbos brotados en escamas se obtuvo que el tratamiento bicloruro de
mercurio proximal 5’ logré obtener diferencias significativas con 58 microbulbos brotados (Figura
7). Por otro lado, el tratamiento de NPsAg Argovit™ 25 mg L™ con 15 minutos de inmersion
generd un hasta un promedio de 70 microbulbos brotados en escamas de Lilium sp. (Figura 8).
Lo anterior sugiere que las nanoparticulas de plata NPsAg pueden estimular de manera positiva
la brotacidon de escamas con las concentraciones especificas que puedan promover el desarrollo
vegetal. En otros estudios se demuestra que la estimulacion positiva en el desarrollo de especies
vegetales como vainilla, cafa de azlcar y estevia se obtuvo con concentraciones de 25 a 50 mg
Lt de NPsAg; por el contrario, la inhibicion del desarrollo en estas especies ocurrid con
concentraciones de 100 a 200 mg L™ de NPsAg (Bello-Bello y Spinoso-Castillo, 2023). También
para el cultivo de gladiolo (Gladiolus apices) la mayor longitud de brote se logré con 50 mg L™
de NPsAg (Chavez-Garcia et al., 2020).
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El uso de nanomateriales como las nanoparticulas de plata (NPsAg) aplicadas en pequeias
concentraciones pueden modificar positivamente el metabolismo y la composicion de los cultivos
in vitro. Ademas, la bioestimulacion positiva por las nanoparticulas se presenta en un rango
especifico de concentraciones y caracteristicas fisicoquimicas adecuadas (Juarez- Maldonado et
al., 2019).
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Figura 7. Efecto de bicloruro de mercurio (HgCl2) (0.25%) en el niUmero de microbulbos brotados por
escamas durante el establecimiento /n vitro de Lilium sp. Proximal: parte del explante mas cercana al
tejido meristematico. Distal: parte del explante mas lejana al tejido meristematico. 7' minutos de
inmersion. 5 minutos de inmersion. Letras diferentes indican diferencias significativas (LSD Fisher
p<0.05).
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Figura 8. Efecto de nanoparticulas de plata (NPsAg) con concentraciones de 25, 50 y 100 mg L™ en el
nimero de microbulbos brotados por escamas en el establecimiento in vitro de escamas de Lilium sp.
mediante 5, 10 y 15 minutos de inmersidn. Letras diferentes indican diferencias significativas (LSD Fisher
p<0.05).
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5.0 CONCLUSIONES

1. Se logré un protocolo para la regeneracion /in vitro de Lilium sp. a partir de escamas mediante

la utilizacién de NPsAg Argovit™ en la etapa de establecimiento /in vitro del cultivo.

2. Se demostro la efectividad de las concentraciones utilizadas de NPsAg Argovit™ para promover
el crecimiento de explantes de Liium sp. ‘Concador select’; y a su vez contrarrestaron la

contaminacioén en la etapa de establecimiento /n vitro del cultivo.
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