http:/revistabiociencias.uan.edu.mx ISSN 2007-3380

https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1906 @ 0€1S)

Accepted Manuscript / Manuscrito Aceptado

Tittle Paper/Titulo del articulo:

Efecto de nanoparticulas de plata en el establecimiento in vitro de Lilium sp.

Effect of silver nanoparticles on the in vitro establishment of Lilium sp.

Authors/Autores: Nuncio-Orta, G.L., Juarez-Maldonado, A., Benavides-Mendoza, A., Gonzalez-Garcia, Y.,
Lorenzo-Feijoo, J.C., Bogdanchikova, N., Pestryakov, A., Companioni-Gonzalez, B.

ID: €1906

DOI: https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1906

Received/Fecha de recepcién: February 11" 2025
Accepted /Fecha de aceptacion: September 03" 2025

Available online/Fecha de publicacion: September 17t 2025

Please cite this article as/Como citar este articulo: Nuncio-Orta, G.L., Juarez-Maldonado, A., Benavides-
Mendoza, A., Gonzélez-Garcia, Y., Lorenzo-Feijoo, J.C., Bogdanchikova, N., Pestryakov, A., Companioni-
Gonzélez, B. (2025). Effect of silver nanoparticles on the in vitro establishment of Lilium sp. Revista Bio Ciencias,
12, e1906. https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1906

This is a PDFfile of an unedited manuscript that has been accepted for publication. As a service to our customers
we are providing this early version of the manuscript. The manuscript will undergo copyediting, typesetting,
and review of the resulting proof before it is published in its final form. Please note that during the production
process errors may be discovered which could affect the content, and all legal disclaimers that apply to the
journal pertain.

Este archivo PDF es un manuscrito no editado que ha sido aceptado para publicaciéon. Esto es parte de un
servicio de Revista Bio Ciencias para proveer a los autores de una version rapida del manuscrito. Sin
embargo, el manuscrito ingresara a proceso de edicion y correccién de estilo antes de publicar la version final.
Por favor note que la version actual puede contener errores de forma.


http://revistabiociencias.uan.edu.mx/
https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1906
https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1906
https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1906

http:/revistabiociencias.uan.edu.mx ISSN 2007-3380

https://doi.org/10.15741/revbio.12.e1906 @ 0l€1S)
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RESUMEN

El Lilium sp., o lirio, es una planta de gran importancia ecolégica, cultural y comercial,
apreciada en jardineria, fragancias y medicina tradicional. Dado que su reproduccioén natural
enfrenta limitaciones, la propagacion in 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 (AgNPs) 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 este
estudio, las AgNPs Argovit™ se evaluaron en concentraciones de 0, 25, 50 y 100 mgeL™
con tiempos de inmersion de 5, 10 y 15 minutos. La mejor asepsia (94%) se obtuvo con 100
mgeL™* y 15 minutos de inmersion, mientras que la mayor brotacion (7.03 microbulbos por
explante) ocurrio con 25 mgeL™* y el mismo tiempo. Las AgNPs también redujeron la
oxidacion fendlica en los explantes, optimizando la propagacion in vitro del Lilium sp. Estos
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hallazgos resaltan su potencial para la produccion comercial y conservacion de esta especie
ornamental.

PALABRAS CLAVE: actividad microbicida, bionanotecnologia, micropropagacion.

ABSTRACT

The Lilium sp., or lily, is a plant of significant ecological, cultural, and commercial
importance, valued in gardening, fragrances, and traditional medicine. Given the limitations
of its natural reproduction, in vitro propagation is essential for its efficient and sustainable
cultivation, producing disease-free plants with high genetic quality. A major challenge of this
technique is contamination, which requires strict disinfection protocols. In this context, silver
nanoparticles (AgNPs) stand out for their antimicrobial properties, reducing contamination
and improving process efficiency, while also offering a sustainable alternative to harsh
chemical treatments. In this study, AgNPs Argovit™ were evaluated at concentrations of O,
25, 50, and 100 mgeL™* with immersion times of 5, 10, and 15 minutes. The best asepsis
(94%) was achieved with 100 mgeL™ and 15 minutes of immersion, while the highest
sprouting (7.03 microbulbs per explant) occurred with 25 mgeL™ and the same duration.
AgNPs also reduced phenolic oxidation in explants, optimizing the in vitro propagation of
Lilium sp. These findings highlight their potential for the commercial production and
conservation of this ornamental species.

KEY WORDS: bionanotechnology, microbicidal activity, micropropagation.

Introducciéon

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 &
Rocio, 2024). Ademas, posee un gran simbolismo cultural, siendo utilizado en tradiciones,
arte y religiones como un emblema de pureza y renacimiento (Mantilla et al., 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 (

). 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 al.,, 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
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(Kamalashree & Nayaka, 2023; Patka et al., 2023). Ademas, esta técnica asegura la
obtencion de plantas libres de enfermedades y con caracteristicas genéticas uniformes, lo
que mejora la calidad del cultivo (Dhorajiwala, 2022). La propagacion in vitro también
permite preservar especies raras o en peligro de extincion, contribuyendo a la conservacion
genética. Por otro lado, facilita la produccién comercial a gran escala, satisfaciendo la
demanda del mercado ornamental y agricola (Mosonyi et al., 2022). Por estas razones, el
uso de la propagacion in vitro es una solucion indispensable para optimizar el cultivo del
Lilium 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 al., 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 & 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 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 & Sun, 2024; Winarto et al.,, 2024). Por ello, es fundamental
implementar técnicas rigurosas de desinfeccion y esterilizacién, 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 (AgNPs) han demostrado ser una herramienta prometedora
en el control de contaminaciones durante el establecimiento in vitro del Lilium sp. (Singh et
al., 2023; Zeng et al., 2024). Gracias a sus propiedades antimicrobianas, estas AQNPs 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 al., 2023). Su aplicacién
en medios de cultivo permite reducir significativamente las tasas de contaminacion,
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 AgNPs de plata
ofrecen una alternativa sostenible y efectiva, ya que pueden ser utlizadas en
concentraciones bajas sin afectar el desarrollo de los tejidos vegetales. Investigaciones
recientes han explorado su integraciéon en protocolos de desinfeccién y esterilizacion,
mostrando resultados alentadores en la propagacion 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 produccion
de especies de alto valor comercial y ornamental. El objetivo de la presente investigacion
fue determinar el efecto de las AQNPs Argovit™ en el establecimiento in vitro de Lilium sp.

Material y Métodos

Material vegetal

Para la toma de explantes se utilizaron bulbos de calibres comerciales de Lilium sp.
del hibrido oriental '‘Concador select' (calibre 20/22) (& 6.1 — 6.8 cm). Estos materiales se

almacenaron durante dos meses a 4 ‘C, con la finalidad de superar la dormancia del
material vegetal.
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Nanoparticulas de plata (AgNPs) Argovit™

Las nanoparticulas de plata fueron proporcionadas por el Centro de Produccién
Cientifica Vector-Vita Ltd (Novosibirsk, Rusia, http:// vector-vita. com/) y el producto se
comercializa como “Argovit”. La caracterizacion de las AgNPs (Argovit™) se realizé en
estudios previos segun Pastelin-Solano et al. (2020).

Efecto de AgNPs en la desinfeccion y establecimiento in vitro de Lilium sp.

Con el propésito de evaluar el efecto de AgNPs en la desinfeccién de escamas de
Lilium sp. durante la etapa de establecimiento in vitro, se probaron distintas concentraciones
de las AgNPs Argovit™ (0, 25, 50 y 100 mgeL™) y tiempos de inmersion (5, 10 y 15 minutos).
Las escamas medias e internas de los bulbos (Figura 1A y B) se seleccionaron como
explantes, lavandose primero con detergente comercial y enjuagandolas con abundante
agua. Posteriormente, se sumergieron en CaptanR 50 PH al 0.2% (p/v) durante 15 minutos,
seguidas de un enjuague con agua destilada estéril. En la cabina de flujo laminar, se
sometieron a inmersion en etanol al 70 % (v/v) durante un minuto y, luego, a desinfeccion
con bicloruro de mercurio (HgCl;) al 0.25 % con una gota de Tween 20 por 7 minutos, con
tres enjuagues posteriores en agua destilada estéril.

Finalmente, se emplearon las AgNPs Argovit™ segun lo descrito previamente, con
tres enjuagues adicionales en agua destilada estéril, y las escamas fueron cortadas en la
porcion proximal antes de ser implantadas en posicién adaxial en un medio de cultivo basal
Murashige & Skoog (1962) suplementado con 1.0 mgeL™ de 6-BAP, tiamina (1.0 mgeL™),
mio-inositol (100 mg-L™) y sacarosa (30 g-L™), solidificado con 3.5 g-L™* de Phytagel™ (pH
ajustado a 5.7 £ 0.1).

Durante la experimentacion, los explantes se mantuvieron en una camara de cultivo
bajo condiciones de oscuridad durante 42 dias, a una temperatura de 25 + 2 °C. Al finalizar
la incubacién, se evaluaron los siguientes parametros en todos los tratamientos: porcentaje
de contaminacion, oxidacién fendlica y cantidad de microbulbos brotados por escamas de
Lilium sp. ‘Concador select’. Se empled un disefio experimental bifactorial completamente
aleatorizado, con cinco frascos por tratamiento y tres explantes por frasco, sumando un
total de 15 repeticiones por tratamiento. Los datos recopilados se analizaron utilizando el
software estadistico Info-Stat version 2020, aplicando la prueba de medias LSD Fisher con
un nivel de significancia de p < 0.05.

Resultados y Discusion

En la tabla 1 se muestra el efecto de las AgNPs en la desinfeccion y el
establecimiento in vitro de escamas de Lilium sp. del hibrido oriental '‘Concador select'. El
tratamiento con AgNPs a una concentracion de 100 mgeL™* y 15 minutos de inmersion logré
el mayor nivel de asepsia (94 %), mostrando diferencias significativas respecto a los demés
tratamientos. Esto evidencia que el uso de nanoparticulas de plata puede proporcionar una
actividad microbicida efectiva, reduciendo la contaminacién in vitro de los explantes, un
factor clave para el éxito en la propagacion de Lilium sp. Ademas, el tratamiento con 25
mgeL™t de AgNPs Argovit™ y 15 minutos de inmersion resulté en la mayor brotacién por
explante, con un promedio de 7.03 microbulbos, presentando diferencias significativas con
los demas tratamientos. Estos hallazgos sugieren que las AgNPs pueden favorecer la
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brotacién de escamas a concentraciones especificas, promoviendo el desarrollo vegetal en
cultivos in vitro (Figura 1). Por otra parte, se pudo observar el efecto positivo de la
desinfeccion con las AgNPs en la respuesta de los explantes de Lilium sp. al fendmeno de
fenolizacién (Tabla 1). Donde se evidenciaron los mayores valores de ausencia de
oxidacion fendlica en las diferentes concentraciones de AgNPs y tiempos de inmersién
probados, con marcadas diferencias significativas en relacion al tratamiento testigo.

BN e

Figura 1. Regeneracion in vitro de Lilium sp. a partir de la utilizacion de nanoparticulas de plata
Argovit™ en la etapa del establecimiento in vitro (concentracion de 25 mg. L1 y 15 minutos de
inmersién con nanoparticulas de plata). Bulbo donante (A), secciones de escamas (B), induccion de
microbulbo (C) y microbulbo diferenciado a los 42 dias de edad (D).
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Tabla 1. Efecto de nanoparticulas de plata Argovit™ en la
desinfeccion y establecimiento in vitro de escamas de

Lilium sp.
Tiempo Inmersion Porcentaje de Ausencia de Numero de
(minutos) con AgNPs contaminacion oxidacion microbulbos
(mgeL™) (%) fendlica (%)  brotados por
explante
5 0 23°b 65 d 3.611d
25 330 1002 6.70 b
50 27° 1002 5.70°
100 23° 80° 4.80 ¢
10 0 27° 63 ¢ 3.42¢
25 27" 1002 6.20 °
50 33° 87° 5.90°
100 33° 67 ¢ 4.50 ¢
15 0 27" 70¢ 3.554d
25 27" 1002 7.032
50 33° 85" 5.84°
100 62 74° 4.66 ¢

Medias con letra iguales indican que no existe diferencias
estadisticamente significativas, LSD Fisher, p < 0.05.

Como se observé en este trabajo, las nanoparticulas de plata han demostrado
efectos positivos en el cultivo in vitro de plantas debido a sus propiedades antimicrobianas
y estimuladoras del crecimiento. Estas nanoparticulas pueden reducir la contaminacion por
microorganismos en medios de cultivo, asegurando un entorno mas estéril y adecuado para
el desarrollo de tejidos vegetales. Ademas, en plantas como Brassica juncea (mostaza
india), se ha observado que las nanoparticulas favorecen la elongacion de brotes y raices.
También en Solanum tuberosum (papa) han potenciado la regeneracion de plantas en
condiciones de laboratorio. Estos beneficios las hacen una herramienta prometedora para
la biotecnologia vegetal y la mejora de cultivos (Chavez-Garcia et al., 2020; Bello-Bello &
Castillo, 2023; Martinez-Martinez et al., 2024; Vazquez-Flores, 2024).

Conclusiones

Se demostré el efecto microbicida de las nanoparticulas de plata Argovit™ en la
desinfeccion y establecimiento in vitro de Lilium sp. del hibrido oriental ‘Concador select'.
Por otra parte, se logré promover la brotacion in vitro en el cultivo en la concentracion de
25 mgeL™ y 15 minutos de inmersion con nanoparticulas de plata. Ademas, se demostro
el efecto positivo de la desinfeccion con las AgNPs en la respuesta de los explantes de
Lilium sp. al fenébmeno de fenolizacion.
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