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RESUMEN 

Utilización de nanopartículas de plata para la propagación in vitro de 

vainilla (Vanilla planifolia) utilizando un Sistema de Inmersión 

Temporal  

José Luis Spinoso Castillo, M. C. 

Colegio de Postgraduados, 2016. 

Las nanopartículas de plata (AgNPs) tienen un efecto microbicida sobre la 

contaminación en el cultivo de tejidos vegetales y pueden ser utilizadas para 

promover el desarrollo en plantas a bajas concentraciones (hormésis). La 

respuesta microbicida, hormética y cito-genotóxica de AgNPs sobre la 

regeneración in vitro de vainilla (V. planifolia) fue evaluada utilizando un 

sistema de inmersión temporal. Brotes regenerados in vitro fueron cultivados 

en medio de Murashige y Skoog (MS) suplementado con AgNPs a diferentes 

dosis (0, 25, 50, 100 y 200 mg L
-1

). El porcentaje de contaminación fue 

evaluado, la regeneración de brotes y longitud se utilizaron para determinar 

la respuesta hormética. Se determinó la acumulación de macro y 

micronutrientes. Además, el contenido total de compuestos fenólicos (TPC), 

Especies Reactivas a Oxígeno (ROS), Capacidad Antioxidante (ORAC) y 

Peroxidación Lipídica (LP-MDA) fue determinado. Los resultados mostraron 

que la contaminación bacteriana se erradicó en las dosis de 50, 100 y 200 

mg L
-1

 de AgNPs. Se observó un aumento significativo (p ≤0.05) del 

crecimiento a los 25 y 50 mg L
-1

 de AgNPs, mientras que la inhibición 

significativa se detectó a 100 y 200 mg L
-1

 de AgNPs. Se observó una 

disminución dependiente de la dosis en el índice mitótico (88 a 33,5 %) y un 

aumento en el número de aberraciones cromosómicas. El análisis de 

nutrientes minerales reveló diferencias significativas en las concentraciones 

de macro y micronutrientes ejercidas por AgNPs. Los resultados sugieren 

que la producción de ROS y la nutrición mineral son mecanismos 

importantes de hormésis inducida por AgNPs en vainilla a 50 mg L
-1 

de 

AgNPs en el medio de cultivo. 

PALABRAS CLAVE: Micropropagación, Nanobiotecnología,  

Contaminación microbiana, Nanopartículas de plata. 
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ABSTRACT 

Using silver nanoparticles for in vitro propagation of vanilla (Vanilla 

planifolia) using a Temporary Immersion System  

José Luis Spinoso Castillo, M. C. 

Colegio de Postgraduados, 2016. 

Silver nanoparticles (AgNPs) maintain a microbicidal effect in microbial 

contamination in plant tissue culture and can be used for improving 

development in plants at low concentrations (hormesis). The antimicrobial, 

hormetic and genotoxic responses by silver nanoparticles (AgNPs) on in 

vitro regeneration of vanilla (V. planifolia) were evaluated using a 

Temporary Immersion System. In vitro regenerated shoots were grown in 

Murashige and Skoog (MS) medium with AgNPs at different 

concentrations of 0, 25, 50, 100 and 200 mg L-1. Contamination 

percentage was evaluated; shoot regeneration and length were used to 

determine the hormetic response. Analysis of macro and micronutrient 

contents was performed. In addition, Total Phenolic Content (TPC), 

Reactive Oxygen Species (ROS), Antioxidant Capacity (ORAC) and Lipid 

Peroxidation (LP-MDA) were determined. Results showed that bacterial 

contamination was reduced 50, 100 y 200 mg L-1 of AgNPs. Significant 

increment (p ≤0.05) on growth was observed at 25 and 50 mg L-1 of 

AgNPs, while significant inhibition was detected at 100 y 200 mg L-1 of 

AgNPs. We noted a dose-dependent decrease in the mitotic index (88 to 

33.5 %) and an increase in the number of chromosomal aberrations. 

Mineral nutrient analysis revealed changes in macro and micronutrient 

concentrations exerted by AgNPs. Results suggested that the production 

of ROS and mineral nutrition are key mechanisms of AgNPs induced 

hormesis for vanilla at 50 mg L-1 of AgNPs in the culture media.  

KEY WORDS: Micropropagation, Nanobiotechnology, Microbial 

contamination, Silver nanoparticles. 



 

IV 
 

AGRADECIMIENTOS 

 

Acto que dedico: 
 
 
A DIOS: Fuente inagotable de sabiduría. 
 

A MIS PADRES: Miguel Ángel Spinoso Muñoz y Eloina Castillo Martínez, 

por darme la vida, sabios consejos, cariño y apoyo incondicional que me 

han mostrado siempre. 

 

A MI HERMANA: Eloina, por su amistad, apoyo y cariño. 

 

A MI NOVIA: Leo, por su amor, amistad, alegría, confianza y apoyo 

incondicional en este tiempo, a sus padres Mauro y Julia, por su apoyo, 

consejos y comprensión. 

 

A MIS COMPAÑEROS DEL COLPOS: Eduardo, Michi, Judith, Miriam, 

Celia, Jimmy, Pepe, Sandra, por compartir experiencias y conocimientos 

a lo largo de este tiempo y por agregarle más alegría a mi vida, con 

mucho cariño.  

 
A todos, gracias por ser parte esencial de mi vida. 
 
 

Acto que agradezco: 

 

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACYT) por el apoyo 

económico brindado durante la realización de mis Estudios de Maestría. 

A la Red Internancional de Bionanotecnologia del CNyN-UNAM, en 

especial a la Dra. Nina Bogdanchikova por su apoyo económico y de 

vinculación entre instituciones. 



 

V 
 

A la Universidad Autonoma de Baja California-Campus Ensenada, en 

especial a al Dra. Evarista Arellano por recibirme en su laboratorio de 

toxicología y brindarme su apoyo y guía en la parte experimental, ademas 

por mostrarme la humildad y humanidad en la investigación. 

Al Colegio de Posgraduados Campus Córdoba, por brindarme las 

instalaciones para realizar mí proyecto.  

A la Universidad Veracruzana, Facultad de ciencias Biologicas y 

Agricolas-Campus Córdoba, en especial al Medico Carlos Galán Paéz y a 

la M.C. Norma por recibirme en su laboratorio de microscopía y brindarme 

su apoyo en la parte experimental. 

A mi director de tesis, Dr. Jericó Jabín Bello Bello, por la oportunidad, el 

apoyo y la confianza brindados durante todo este tiempo, por las palabras 

de ánimo. Por el inicio de nuevos desafíos, gracias. 

A mi consejo, Dr. Juan Antonio Pérez Sato, Dr. Victorino Morales Ramos 

y Dr. Jose Humberto Caamal Velasquez, por la disposición y apoyo en 

esta trayectoria. Gracias a todos por sus consejos, sugerencias y 

entusiasmo al lograr concluir este ciclo. 

A mis profesores de Maestría, Dra. Obdulia Bernal, Dra. Katia Figueroa, 

Dr. Hector Debernardi, Dra. Roselia Servin, Dr. Valente Hidalgo, gracias 

por compartir sus conocimientos. 

 

 
 



 

VI 
 

CONTENIDO 

 
RESUMEN ........................................................................................................................ II 

AGRADECIMIENTOS .................................................................................................... IV 

CONTENIDO ................................................................................................................... VI 

LISTA DE CUADROS .................................................................................................. VIII 

LISTA DE FIGURAS ...................................................................................................... IX 

I. INTRODUCCIÓN ..................................................................................................... 1 

II. OBJETIVO GENERAL ............................................................................................ 3 

2.1 Objetivos particulares ...................................................................................... 3 

III. HIPÓTESIS GENERAL....................................................................................... 4 

IV. MARCO TEÓRICO .............................................................................................. 5 

4.1 Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) .............................................................. 5 

4.2 Micropropagación ............................................................................................. 5 

4.3 Micropropagación de V. planifolia ................................................................. 7 

4.4 Sistemas de cultivo en medio líquido ............................................................ 8 

4.5 Sistemas de Inmersión Temporal (SIT) ...................................................... 10 

4.6 Constitución básica de los biorreactores .................................................... 11 

4.7 El recipiente de Inmersión Temporal Automatizado (RITA®) .................. 12 

4.8 Bionanotecnología: aplicación y uso de los nanomateriales ................... 13 

4.9 Nanopartículas de plata (AgNPs) ................................................................ 14 

4.10 Aplicación de las AgNPs en el CTV ............................................................ 16 

4.11 Cito-Genotoxicidad in vitro por exposición a AgNPs ................................ 18 

4.12 Estrés oxidativo y generación de Especies Reactivas a Oxígenos (ROS) 

por exposición a AgNPs ............................................................................................ 20 

4.13 Interacción de las AgNPs con Macro y Micronutrientes........................... 24 

V. MATERIALES Y MÉTODOS ............................................................................... 27 

5.1 Ubicación del experimento ........................................................................... 27 

5.2 Material vegetal .............................................................................................. 27 

5.3 Caracteristicas de las nanopartículas de plata (AgNPs) .......................... 28 

5.4 Lavado, desinfección y establecimiento de explantes ............................. 29 



 

VII 
 

5.5 Preparación de medio MS para la fase de multiplicación con AgNPs en 

RITA® ……………………………………………………………………………………………………………………..29 

5.6 Preparación del medio MS semisólido para la fase de elongación y 

enraizamiento con AgNPs ........................................................................................ 30 

5.7 Condiciones de incubación ........................................................................... 30 

5.8 Determinación de la acumulación de macro y micronutrientes .............. 30 

5.9 Determinación de estrés oxidativo in vitro en V. planifolia ...................... 31 

5.10 Cuantificación de Peroxidación lipidíca (MDA).......................................... 31 

5.11 Cuantificación de ROS .................................................................................. 32 

5.12 Cuantificación de la capacidad antioxidante (ORAC) .............................. 32 

5.13 Extracción de los compuestos fenólicos de plántulas de V. planifolia ... 33 

5.14 Determinación de compuestos fenólicos .................................................... 33 

5.15 Determinación de citotoxicidad y genotoxicidad in vitro en ápices de  

raíz de V. planifolia .................................................................................................... 34 

5.16 Análisis estadístico ........................................................................................ 35 

VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN ........................................................................ 36 

6.1 Evaluación de diferentes concentraciones de AgNPs en un SIT (RITA®) 

para la proliferación de brotes .................................................................................. 36 

6.2 Determinación de la acumulación de macro y micronutrientes .............. 40 

6.3 Evaluación del estrés oxidativo .................................................................... 44 

6.4 Evaluación  de la citotoxicidad y genotoxicidad de diferentes 

concentraciones de AgNPs ...................................................................................... 47 

6.5 Inducción de hormésis por AgNPs en V. planifolia ................................... 53 

VII. CONCLUSIONES .............................................................................................. 55 

VIII. LITERATURA CITADA ..................................................................................... 56 

 

 

 

 

 



 

VIII 
 

LISTA DE CUADROS 

 

Cuadro 1. Propiedades físicas de la plata metálica……………………….14 

Cuadro 2. Especies Reactivas a Oxígeno (ROS)…………………………21 

Cuadro 3. Características Fisicoquímicas de las AgNPs 

ArgovitTM...................................................................................................28 

Cuadro 4. Efecto de las AgNPs sobre el porcentaje de contaminación, 

multiplicación y longitud de los brotes de vainilla (V. planifolia) utilizando 

un SIT (RITA®)……..…………………………………………………………..36 

Cuadro 5. Efecto de las AgNPs sobre la absorción de macro y micro 

nutrientes en ápices  de vainilla (V. planifolia) en medio MS 

semisólido……………………………………………………………...……….41 

Cuadro 6. Efecto de las AgNPs sobre la formación de Compuestos 

Fenólicos Totales,  Capacidad Antioxidante, Especies Reactivas a 

Oxígeno y Peroxidación de Lípidos en vainilla (V. planifolia) en medio MS 

semisólido……………………………………………………………………....45 

Cuadro 7. Efecto de las AgNPs sobre la elongación y enraizamiento de 

vainilla (V. planifolia) en medio MS 

semisólido…………………………………………...………………………… 47 

Cuadro 8. Efecto de las AgNPs sobre el Índice Mitótico (IM%) y 

Aberraciones Cromosomales (AC%) en meristemos apicales de raíz de 

vainilla (V. planifolia) en medio MS semisólido…………………………….50 

 

 

 



 

IX 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Esquema de la micropropagación de V. planifolia y sus fases de 

cultivo. A) Selección de la planta madre, B) Establecimiento, C) 

Multiplicación, D) Elongación, E) Enraizamiento y adaptación al medio 

externo (aclimatización)………………………………………………………...6 

Figura 2. Diseño tecnológico y principio del funcionamiento del sistema 

RITA®. A) Período de exposición; B) Dislocación del medio líquido. La 

presión del aire se aplica al compartimiento inferior a través del tubo 

central. El medio líquido se mueve hacia el compartimiento superior; C) 

Período de inmersión; D) Drenado del medio nutritivo. El flujo de aire se 

detiene y el medio fluye de vuelta al compartimento inferior debido a la 

gravedad....……………………………………………………………………..12 

Figura 3. Caracterización de las nanopartículas de plata (AgNPs). a) 

Micrografía de AgNPs funcionales con Polyvinilpirrolidona (PVP) (Vector-

Vita Ltd., Rusia) por Transmisión Electronica (TEM), b) imagen de angulo 

alto anular en campo oscuro (HAADF). (Vazquez-Muñoz et al., 

2014)…………………………………………………………………………….16 

Figura 4. Cualquier condición de estrés abiótico conduce a la 

sobreproducción de ROS. El .O2 formado puede ser dismutado a H2O2 por 

la superóxido dismutasa (SOD) o convertido en _OH. A) El H2O2 es 

eliminado por la catalasa (CAT) o, en presencia de agentes reductores, 

por la ascorbato peroxidasa (APX), B) o la glutatión peroxidasa (GPX), C) 

dentro del ciclo ascorbato-glutatión. MDA: monodehidro-ascorbato; DHA, 

dehidro-ascorbato; GSSG: glutatión disulfuro; MDAR: MDA reductasa; 

DHAR: DHA reductasa; GR: glutatión reductasa; FS: fotosistema. (Mittler, 

2002; Tausz y col., 2004; Gill y Tuteja, 2010)………………………………22 



 

X 
 

Figura 5. Localización del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del 

Colegio de Postgraduados (COLPOS) Campus 

Córdoba..……………………………………………………………………….27 

Figura 6. Efecto de las AgNPs sobre la proliferación de brotes de vanilla 

(V. planifolia) utilizando un SIT (RITA®) a los 30 días de cultivo in vitro.  A-

E: 0, 25, 50, 100 y 200 mg L-1 de AgNPs, respectivamente. Barra=2 

cm……………………………………………………………………………….37 

Figura 7. Efecto de las AgNPs sobre ápices de vainilla (V. planifolia) en 

medio MS semisólido a los 45 días de cultivo in vitro. Dosis  de izquierda 

a derecha  0, 25, 50, 100 y 200 mg L-1 de AgNPs. Barra= 2 

cm……………………………………………………………………………….48 

Figura 8. Aberraciones cromosomales y nucleares observadas en células 

del meristemo apical de la raíz de vainilla (V. planifolia)  en medio MS 

semisólido expuestas a diferentes dosis de AgNPs a los 45 días de cultivo 

in vitro. A-D) células con micronúcleo,  E-F) célula binucleada, G-I) 

anafase con fragmento cromosomal, J-K) célula en telofase con laggard, 

L) célula en anafase con puente. Barra= 

10µm……………………………………………………………………………51 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

1 
 

I. INTRODUCCIÓN 

 

El Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) es una herramienta invaluable para 

la resolución de problemas básicos y de aplicación en la biología vegetal, 

en la investigación fisiológica, bioquímica y genética. Por otro lado, tiene 

una aplicación práctica en la clonación, conservación y manipulación in 

vitro de especies vegetales (Pérez Molphe-Bach et al., 1999). La 

micropropagación es un área específica del CTV, la cual consiste en que 

a partir de un  fragmento (explante) de la planta madre, se obtiene una 

descendencia masiva y uniforme de plantas genéticamente idénticas en 

poco tiempo (Borges-García et al., 2009). Se estima que el área de 

plantas producidas por la biotecnología alcanzó aproximadamente 800 

millones de hectáreas en todo el mundo desde 1996 a 2008 (James, 

2008), pero en estos datos sólo se incluye a los cultivos transgénicos sin 

considerar las tecnologías de los organismos no modificados 

genéticamente, como los obtenidos por micropropagación (García-

Gonzáles et al., 2010). En 2005, se estimó la existencia de 196 

laboratorios destinados a trabajar en diferentes campos de la 

biotecnología vegetal en América Latina, de los cuales alrededor de 25 % 

se dedicaba a la micropropagación de plantas, con una capacidad de 

producción estimada en 75 millones de vitroplantas producidas por año 

(Dlahmini et al., 2005). La media de plantas producidas por laboratorio fue 

de  300,000 vitroplantas (Sasson, 2001). Los países con mayor inversión 

en el área de la biotecnología en América Latina son: México, Argentina, 

Brasil, Cuba, Costa Rica, Colombia, Perú y Chile. A pesar de todas las 

ventajas de esta técnica, presenta algunos obstáculos metodológicos, 

principalmente la alta y frecuente contaminación de explantes. Por lo 

tanto, la contaminación interna y externa de los tejidos de la planta resulta 

ser un problema que prevalece, porque los microorganismos, 

principalmente hongos y bacterias, pueden crecer mucho más rápido que 

las células vegetales y competir por los nutrientes, evitando que las 
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plantas crezcan (Cassells, 1991). Aunque hay una variedad de técnicas 

para minimizar esta posibilidad de contaminación, el uso de antibióticos 

es la más frecuente. Sin embargo, los antibióticos son frecuentemente 

fitotóxicos retardan o inhiben el crecimiento de tejido de la planta (Abdi et 

al., 2008). También la exposición prolongada de células o tejidos a los 

antibióticos, resulta en mutaciones de los genes dentro de la orgánulos 

citoplasmáticos (ADN citoplasmático); así como en el desarrollo de 

resistencia de las células bacterianas. En el presente escenario, los 

materiales a nanoescala surgen como nuevos agentes antimicrobianos 

debido a su alta superficie de contacto, propiedades fisicoquímicas y 

microbicidas (Morones et al., 2005; Kim et al., 2007). En contraste con la 

atención prestada a las nuevas aplicaciones de las nanopartículas de 

plata (AgNPs) en la medicina, son pocos los estudios que mencionan la 

aplicación de las AgNPs en la biotecnología vegetal (Mahna et al., 2013). 

Las AgNPs son un nuevo nanomaterial con capacidad para eliminar la 

contaminación por hongos, bacterias y virus sin efectos adversos sobre el 

crecimiento y el desarrollo de las plantas (Abdi et al., 2008; Castellano et 

al., 2007; Safavi et al., 2011; Samarst et al., 2011).  Muchos de los 

aspectos de sus propiedades para controlar la contaminación microbiana 

se han demostrado, pero el mecanismo de acción de las AgNPs no se ha 

elucidado totalmente (Arab et al., 2014). Por otro lado, se ha demostrado 

también que a bajas dosis, las AgNPs promueven el desarrollo de 

plantas, fenómeno conocido como hormésis. Esta respuesta de 

estimulación puede ser vista como "un proceso de compensación 

adaptativa después de una irrupción inicial en la homeostasis (Calabrese 

et al., 2016ª). Por lo tanto, en este trabajo, evaluamos el efecto 

microbicida, hormético y cito-genotóxico de las AgNPs durante la 

propagación in vitro de vainilla (V. planifolia) utilizando un Sistema de 

Inmersión Temporal. 
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II. OBJETIVO GENERAL 
 

Evaluar el efecto microbicida y hormético de las nanopartículas de plata 

(AgNPs) en la propagación in vitro de vainilla (Vanilla planifolia) utilizando 

un Sistema de Inmersión Temporal. 

 

2.1 Objetivos particulares  

 

 Evaluar el efecto microbicida de las AgNPs durante la 

micropropagación de vainilla (V. planifolia). 

 

 Determinar la acumulación de macro y micronutrientes en vainilla 

(V. planifolia) durante la micropropagación con AgNPs.  

 

 Determinar la respuesta antioxidante de vainilla (V. planifolia) al 

utilizar AgNPs durante la micropropagación.  

 

 Determinar la citotoxicidad y genotoxicidad de las AgNPs en la 

micropropagación de vainilla (V. planifolia). 

 

 Evaluar el efecto hormético de las AgNPs durante la 

micropropagación de vainilla (V. planifolia). 
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III. HIPÓTESIS GENERAL 
 

Las nanopartículas de plata (AgNPs) tienen un efecto microbicida y 

hormético, entonces pueden ser utilizadas para la propagación in vitro de 

plantas de V. planifolia, utilizando un Sistema de Inmersión Temporal, 

donde además de reducir la contaminación promoverán el desarrollo de 

las plántulas.  
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IV. MARCO TEÓRICO 
 

4.1 Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) 

 

El CTV es la técnica de crecimiento de células de planta, tejido u órgano 

en un medio nutritivo preparado artificialmente, semisólido o líquido, bajo 

condiciones asépticas y se basa en el principio de la totipotencialidad de 

la célula. Permite la multiplicación y propagación masiva en condiciones 

in vitro, no depende de la temporada para la disponibilidad del material 

vegetal y permite la obtención de un gran número de plantas si el material 

disponible es limitado (Sharma y Vashistha, 2015). 

 

Actualmente, el CTV tiene importancia comercial directa y su aplicación 

en la investigación básica en la biología celular, genética, bioquímica y 

biotecnología son evidencias de su utilidad (Gamborg, 2002). El CTV no 

sólo proporciona un método para la propagación masiva de plantas, sino 

que también hace posible la producción de plantas modificadas 

genéticamente y libres de enfermedades y proporciona una manera para 

producción de metabolitos secundarios (Murashige, 1974; Khosroushahi 

et al., 2006). 

4.2 Micropropagación 
 

La micropropagación es una técnica de multiplicación rápida de material 

vegetal para producir un gran número de plantas de la misma progenie, 

utilizando métodos de CTV. La micropropagación se utiliza para 

multiplicar plantas que han sido modificadas genéticamente, cultivadas 

mediante métodos de fitomejoramiento convencional, plantas que no 

producen semillas y no responden bien a la reproducción vegetativa 

(Kaviani, 2015). 
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La micropropagación se ha convertido en una parte importante de la 

propagación comercial de muchas plantas debido a sus ventajas como un 

sistema de multiplicación (Iliev et al., 2010). En la propagación vegetativa 

el uso de la micropropagación se ha vuelto muy popular debido a su 

aplicación en la agricultura, la silvicultura y la horticultura. Ha sido posible 

propagar árboles forestales, cultivar plantas, hortalizas, plantas 

ornamentales, plantas medicinales, y otras plantas útiles comercialmente 

utilizando esta técnica. La micropropagación se lleva a cabo en los 

siguientes pasos: (1) generación de cultivos asépticos, (2) inducción de 

múltiples brotes, (3) elongación de brotes y proliferación, (4) 

enraizamiento, endurecimiento, y pruebas de campo (Figura 1) (Singh, 

2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema de la micropropagación de V. planifolia y sus fases de 
cultivo. A) Selección de la planta madre, B) Establecimiento, C) 
Multiplicación, D) Elongación, E) Enraizamiento y adaptación al medio 
externo (aclimatización). 

A B 

C 

D E 
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4.3 Micropropagación de V. planifolia 

 

La vainillina es uno de los aromas más altamente apreciados en la 

industria alimentaria, farmacéutica y de fragancias (Bory et al., 2008; 

Greule et al., 2010) y se extrae de las vainas de Vainilla planifolia, una 

orquídea nativa de los bosques tropicales del sureste de México (Soto 

Arenas y Cribb 2010; Salazar-Rojas et al., 2012). Esta especie se 

encuentra en la lista de especies amenazadas debido a la 

sobreexplotación que ha diezmado la naturaleza de las poblaciones y 

reducido la diversidad genética (Soto Arenas, 1999; SEMARNAT, 2002).  

 

En México, la vainilla comercial se propaga exclusivamente a través de 

esquejes. Sin embargo, a causa de un mal control de calidad, este 

método ha contribuido a la propagación de plagas y enfermedades como 

el insecto rojo (Tenthecoris confusus), pudrición del tallo (Fusarium 

oxysporum) y antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides) (Hernández 

2011); todo esto es responsable de las pérdidas financieras significativas 

en la producción de vainilla (Pinaria et al., 2010). La propagación sexual, 

por otro lado, tiene la limitación de baja o nula germinación de las semillas 

(Torres-González et al., 2011).  

 

Por lo tanto, la mejor opción para la propagación de esta especie es el 

uso de técnicas de micropropagación. Hay varios protocolos de 

micropropagación para V. planifolia, ya sea por organogénesis directa 

(Geetha y Sudheer, 2000; Giridhar y Ravishankar, 2004; Kalimuthu et al., 

2006; Lee-Espinosa et al., 2008; Minno y Nirmal, 2009; Sreedhar, 2009; 

Zerihun et al., 2009) u organogénesis indirecta (Janarthanam y Seshadri, 

2008; Tan et al., 2011).  La mayoría de estos protocolos utilizan un medio 

sólido, y su eficacia es bastante baja teniendo en cuenta que la tasa de 

multiplicación para la mayoría de los protocolos es más de 60 días 

(Ramos-Castella et al., 2014).   
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También el medio de doble fase se ha utilizado durante la etapa de 

multiplicación (George y Ravishankar, 1997) y medio líquido con agitación 

en comparación con un medio sólido (Lee- Espinosa et al., 2008) se ha 

aplicado. 

 

El Sistema de Inmersión Temporal (SIT), entre otras ventajas, permite la 

semiautomatización del proceso de micropropagación, facilita la 

renovación del medio, y también combina la aireación e inmersión del 

explante con la duración y la frecuencia de inmersión programadas, 

reduciendo así la hiperhidricidad de la planta y aumentando la 

supervivencia durante la fase de aclimatización (Etienne y Berthouly, 

2002; Levin y Tanny, 2004). 

4.4 Sistemas de cultivo en medio líquido 

 

A pesar de estas ventajas, la técnica de micropropagación, tiene ciertas 

desventajas que han limitado el uso y explotación de esta técnica a nivel 

industrial. La principal limitación es el alto costo de producción de  

plantas. Por lo tanto, el aspecto más difícil en la actualidad es el reducir 

los costos de producción, mejorando la eficiencia de la producción sin 

comprometer la calidad de la planta (Anderson y Meagher, 1977; Sluis y 

Walker, 1985; Donnan, 1986; Levin y Vasil, 1989; Aitken-Christie, 1991). 

Por lo tanto, para superar esta limitación, una serie de estrategias de 

reducción de costos han sido desarrolladas hasta ahora. 

 

La micropropagación de cultivos en agitación utilizando medio de cultivo 

líquido solo ó en combinación con el medio de cultivo sólido (Debergh y 

Mane, 1981; Aitken-Christie y Jones, 1987) ha sido desarrollado y 

utilizado en numerosos trabajos (Earle y Langhans, 1975; Takayama y 

Misawa, 1981; Takayama, 1991; Paque et al., 1992; Chu et al., 1993). 

Básicamente se utilizá para embriones somáticos y cultivos de órganos, 

ambos en frascos de agitación y biorreactores (Smart y Fowler, 1984; 
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Attree et al., 1994; Tautorus y Dunstan, 1995), el medio de cultivo líquido 

ha sido relativamente menos utilizado con el propósito de 

micropropagación, sin embargo, ciertos méritos de esta técnica son útiles 

para demostrar que es uno de los métodos importantes para la reducción 

de costos de producción durante la micropropagación. 

 

En medio líquido, el estrecho contacto del tejido con el medio puede 

estimular y facilitar la absorción de nutrientes y fitohormonas, lo que lleva 

a una mejor proliferación de brotes y crecimiento de las raíces (Ziv, 1989; 

Smith y Spomer, 1994; Sandal et al., 2001). La desaparición o menor 

expresión de la dominancia apical, debido a la condición de agitación 

continua de los tejidos en el medio, es otra característica importante de 

los cultivos en medio líquido, que generalmente conduce a la inducción y 

la proliferación de numerosas yemas axilares. Esto conduce al desarrollo 

controlado de grupos de yemas susceptibles a los componentes del 

medio, a la separación mecánica y a la inoculación automatizada como en 

un sistema de suministro eficiente a la etapa final para el crecimiento 

vegetal (Levin et al., 1997; Ziv et al., 1998).  

 

La formación de estructuras condensadas y organizadas que se reducen 

a brotes/tejido meristemático en medios líquidos se ha reportado en 

varias especies vegetales. Además, dentro de las condiciones de 

agitación del cultivo, la tasa de crecimiento y la multiplicación de los 

brotes se ve reforzada por aireación forzada, la agitación continua del 

medio proporciona suficiente suministro de oxígeno al tejido, lo que 

conduce en última instancia a su crecimiento más rápido. Además de 

estas ventajas, la preparación de medio líquido y manipulación de cultivos 

en agitación es más fácil en comparación con el medio de cultivo semi 

sólido (Mehrotra et al., 2007). 
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4.5 Sistemas de Inmersión Temporal (SIT) 

 

Dentro de los métodos de multiplicación en medio líquido se encuentran 

los Sistemas de Inmersión Temporal (SIT), los cuales permiten la 

automatización de la etapa de multiplicación in vitro, en contraste con el 

medio tradicional semisólido (Ziv, 2000). Los SIT basan su 

funcionamiento en el contacto del medio de cultivo con los explantes por 

intervalos de tiempos regulares, por medio del bombeo de aire limpio a 

través de un filtro. Este método permite que el exceso de líquido en los 

explantes se drene al finalizar el bombeo y éstos se mantengan húmedos 

(Santos Pino et al., 2011; Steinmach et al., 2011). Este tipo de sistema 

reduce los costos de producción de la micropropagación hasta en un 46% 

con respecto al medio semisólido. Además, es importante resaltar que el 

uso de este método reduce la mano de obra, al igual que el espacio, lo 

que facilita la propagación a gran escala, generando un aumento en la 

productividad y calidad del material propagado (Oviedo-Pereira et al., 

2015). 

Actualmente existen una amplia gama de modelos y sistemas 

automatizados que se emplean en la micropropagación de plantas, dentro 

de los cuales destaca el Biorreactor de Inmersión Temporal (BIT®) 

(Escalona et al., 1999), el Recipiente de Inmersión Temporal 

Automatizado (RITA®) (Alvard et al., 1993), el Biorreactor Modular de 

Inmersión Temporal (BioMINT®) (Robert et al., 2006), el Plantima® (A-

Tech Bioscientific, 2010) y, más recientemente, el SETIS™ (SETIS, 

2012). Los SIT pueden utilizarse en la propagación masiva de plantas 

elites, mediante la multiplicación de brotes axilares, microtubérculos y 

embriones somáticos. Se han señalado experiencias exitosas de 

micropropagación de frutales, como la uva, Amelanchier x grandifolia, 

bananos, plátanos, cítricos y piña; usando diferentes SIT, y algunas de 

ellas, se producen en escala comercial (Berthouly y Etienne, 2005). 
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4.6 Constitución básica de los biorreactores 

 

Un biorreactor es un contenedor autónomo de ambiente estéril que se 

caracteriza por sistemas de flujo de entrada y salida de nutrientes líquidos 

y aire. Está diseñado para cultivos intensivos y ofrece la oportunidad para 

el seguimiento y control de las condiciones micro-ambientales (por 

ejemplo, agitación, aireación y temperatura) (Watt, 2012). Un gran 

número de diferentes tipos de biorreactores se han diseñado. Sus 

principales diferencias radican en los tipos de contenedores y los 

mecanismos que proporcionan el medio de cultivo (no agitado, mecánico 

o neumático) (Tisserat y Vandercook, 1985; Aitken-Christie y Davies, 

1988; Simonton et al., 1991; Alvard et al., 1993; Escalona et al., 1999; 

Etienne y Berthouly, 2002; Paek et al., 2001 y 2005).  

Mehrotra et al., (2007), analizaron las distintas opciones para la 

propagación de plantas a gran escala en biorreactores, centrándose en 

aquellos que involucran cultivos sumergidos, y llegaron a la conclusión de 

que los tipos de flujo y reflujo tienen varias ventajas, incluyendo el control 

independiente de cada etapa del cultivo. Los SIT permiten el control de la 

contaminación, los nutrientes adecuados y el suministro y mezcla de 

oxígeno, subcultivos relativamente poco frecuentes, facilidad de cambios 

de medio de cultivo y daños mecánicos limitados. Por estas razones, Ziv 

(2000 y 2005) y Arencibia et al., (2008), entre otros, han descrito a los SIT 

como lo "más cercano al cultivo de tejidos naturales". 
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4.7 El recipiente de Inmersión Temporal Automatizado (RITA®) 

 

El RITA® (récipient á immersion temporaire automatique), un SIT (CIRAD, 

Francia, distribuido por VITROPIC, Francia) ha sido desarrollado para uso 

intensivo en el cultivo in vitro de plantas. El sistema consta de un único 

recipiente de polipropileno autoclavable (500 mL) con dos 

compartimientos separados por una bandeja instalada con un soporte de 

malla y un tubo de plástico, montado en su centro (Figura 2).  

 

Figura 2. Diseño tecnológico y principio del funcionamiento del sistema 
RITA®. A) Período de exposición; B) Dislocación del medio líquido. La 
presión del aire se aplica al compartimiento inferior a través del tubo 
central. El medio líquido se mueve hacia el compartimiento superior; C) 
Período de inmersión; D) Drenado del medio nutritivo. El flujo de aire se 
detiene y el medio fluye de vuelta al compartimento inferior debido a la 
gravedad. Tomado de Georgiev et al., (2014). 
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El recipiente está cerrado por una tapa de rosca ancha, equipado con 

puertos externos centrales y laterales en la parte superior. Ambos puertos 

están asegurados con filtros de membrana, y el puerto central está 

conectado a una línea aérea controlada por un reloj temporizador y una 

válvula de solenoide de tres vías. El compartimiento superior del 

contenedor es la cámara de cultivo, mientras que el compartimento 

inferior es el tanque de almacenamiento del medio de cultivo. Las 

ventajas del RITA® como SIT son la operación simple y fiable, el espacio 

compacto de alojamiento en el aparato, y el apoyo de suficiente nivel de 

humedad relativa con la separación completa de los propágulos y el 

medio líquido. Todos los elementos internos están conectados uno a otro 

y pueden manipularse como una sola pieza que facilita el manejo de la 

biomasa. Las principales desventajas de los sistemas son la incapacidad 

de renovación medio nutritivo y la falta de opciones para la ventilación 

forzada y el enriquecimiento de CO2 (Georgiev et al., 2014); en este 

trabajo se utilizo un sistema RITA®. 

 

4.8 Bionanotecnología: aplicación y uso de los nanomateriales  

 

El término "nanomaterial" está basado en el prefijo "nano", que proviene 

de la palabra griega “νάνος” que significa "enano". Más precisamente, la 

palabra nano significa 10-9 o una milmillonésima parte (Huang et al., 

2015). La palabra nanomaterial se utiliza generalmente para materiales 

con un tamaño que oscila entre 1 y 100 nm (Mongillo, 2007; Rai e Ingle, 

2012). La nanotecnología puede utilizarse para observar, medir, 

manipular y fabricar objetos en escala nanométrica (Vyom et al., 2012). 

Estos nuevos materiales se han aplicado en campos como el textil, la 

electrónica, la ingeniería y la medicina (Smith et al., 2007; Madhuri et al., 

2012; Edhaya Naveena y Prakash, 2013).  
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La bionanotecnología ha surgido como una integración de la 

biotecnología y la nanotecnología, para desarrollar la síntesis de 

nanomateriales (Qi y Wang, 2004; Roduner, 2006; Kathiresan et al., 2009; 

Rai et al., 2009). La bionanotecnología también se considera como una 

nueva frontera en el campo médico. Shrivastava et al., (2007) y Kumar et 

al., (2013) sugirieron que la bionanotecnología puede satisfacer las 

necesidades de las ciencias médicas en diversas formas, tales como 

imágenes, sensores, dirección de fármacos, la entrega de genes y los 

implantes artificiales. 

4.9 Nanopartículas de plata (AgNPs)  

 

La Plata (Ag+), es un metal con una masa atómica de 107,87 a.u.e, tiene 

un efecto fisiológico pronunciado en el cuerpo, y es resistente al oxígeno 

atmosférico a temperatura ambiente (Ignatov y Mosin, 2015). Las 

propiedades físicas de la plata metálica se muestran en el cuadro 1. 

 

Cuadro 1. Propiedades físicas de la plata metálica. 

Propiedad física Valor 

Masa Atomica, a.u.e 107.87 

Densidad, g/сm3 10.49 

Punto de fusión, °С 960.5 

Punto de ebullición, °С 2210.0 

Calor latente de fusión, cal g-1 25.0 

Calor especifico, cal/(g·°С) 0.056 

Resistencia electrica, μОm cm-1 1.62 

Conductividad termica, cal (cm s-1 

°С-1) 

0.974 
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La plata es un elemento brillante, muy dúctil y maleable, un poco más 

duro que el oro, con símbolo Ag y número atómico 47. Es uno de los 

elementos básicos que componen nuestro planeta (Keat et al., 2015). En 

la naturaleza existe como un elemento nativo, como aleación se puede 

combinar con otros metales (por ejemplo, oro) y con minerales (por 

ejemplo, Argentita). Químicamente, la plata posee cuatro estados de 

oxidación diferentes, es decir, Ag0, Ag1+, Ag2+, y Ag3+ (Riedel y Kaupp 

2009).  

 

En soluciones acuosas (la solubilidad de la Ag es de 0.04 mg L-1) los 

iones de plata en forma Ag+ son estables durante un largo tiempo, 

manteniendo la estabilidad de los iones hidratados: Ag [(H2O)2]
+ = 2H+ + 

(Ag+ + 2OH-).  El proceso anteriormente descrito es debido a las 

propiedades de las moléculas polares de agua para interactuar unas con 

otras por interacciones intermoleculares dipolo-dipolo y puentes de 

hidrógeno. Como resultado, las moléculas de H2O se forman alrededor de 

los iones de Ag+ en la solución acuosa, capaz de repeler los iones de 

carga opuesta desde la interacción que es la razón por la cual los iones 

adquieren una mayor estabilidad en soluciones acuosas (Ignatov y Mosin, 

2015).  

 

Los iones de plata Ag+ y soluciones coloidales (solución de 

nanopartículas de plata dispersas) (Figura 3) poseen actividad 

bactericida, viricida y fungicida frente a más de 500 microorganismos 

patógenos, levaduras, hongos y virus (Bryzgunov et al., 1964). Su efecto 

antimicrobiano es ligeramente más fuerte que la penicilina y otros 

antibióticos, debido al efecto inhibitorio sobre cepas resistentes a 

antibióticos de bacterias (Shahverdy et al., 2007). 
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Figura 3. Caracterización de las nanopartículas de plata (AgNPs). A) 
Micrografía de AgNPs funcionales con Polyvinilpirrolidona (PVP) (Vector-
Vita Ltd., Rusia) por Transmisión Electronica (TEM), B) imagen de angulo 
alto anular en campo oscuro (HAADF). (Modificado de Vazquez-Muñoz et 
al., 2014). 
 

El efecto aniquilador de la plata sobre las bacterias es 1500 veces mayor 

que el fenol en la misma concentración, y 3.5 veces mayor que el cloruro 

de mercurio. Los iones de Ag+ ejercen un efecto antimicrobiano así como 

bacteriostático (capacidad para inhibir el crecimiento microbiano)  y 

bactericida (la capacidad de destruir microbios) en muchos 

microorganismos patógenos como Staphylococcus aureus, 

Streptococcus, Proteus vulgaris, Pseudomonas y Escherichia coli 

(Landsdown, 2010).  

4.10 Aplicación de las AgNPs en el CTV 

 

Las interacciones de nanomateriales con las plantas no han sido 

completamente aclaradas. Ha habido diferentes reportes contradictorios 

sobre la absorción, translocación, acumulación, biotransformación y 

toxicidad de las nanopartículas en varias especies vegetales (Oukarroum 

et al., 2013; Almutairi y Alharbi, 2015). Los efectos de las AgNPs son 

objeto de investigación (Kaegi et al., 2010; Nowack, 2010). El impacto de 

las AgNPs en plantas superiores parece depender de la especie y la edad 

de las plantas; el tamaño y concentración de las nanopartículas; las 

A B 
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condiciones de culitvo y el método de exposición (Kaveh et al., 2013; 

Geisler-Lee et al., 2013; Qian et al., 2013). Por ejemplo, El-Temsah y 

Joner, (2012), encontraron que 10 mg L-1 de AgNPs inhiben la 

germinación de semillas en Hordeum vulgare y reducen la longitud de los 

brotes en lino (Linum usitatissimum) y cebada (Hordeum vulgare).  

 

Yin et al., (2012), examinaron las respuestas sobre la germinación de 

once plantas de humedales a AgNPs con diferentes diámetros y 

estabilizadores (PVP-AgNPs de 20 nm y AgNPs de 6 nm recubiertas de 

goma arábiga, GA-AgNPs) utilizando dos métodos de exposición: La 

exposición directa en medios de cultivos y la exposición en suelo. De los 

experimentos de exposición directa, las PVP-AgNPs no tuvieron ningún 

efecto sobre la germinación, mientras que 40 mg L-1 de GA-AgNPs redujó 

significativamente la tasa de germinación de tres especies. Dosis de 

AgNPs desde 0.2 a 1.6 mg L-1 inhiben la germinación de semillas, 

actividad de la lipasa, y contenido de azúcares solubles y reductores en 

semillas germinando y germinadas de Brassica nigra (Amooaghaiea et al., 

2015). Kaveh et al., (2013), reportarón que en plantas de Arabidopsis 

thaliana con dosis de 1 a 2.5 mg L-1  de AgNPs aumentó la biomasa, en 

contraste altas concentraciones disminuyeron la biomasa. Sin embargo, 

las AgNPs no tienen efectos significativos sobre la germinación de las 

semillas, longitud de la raíz, o longitud de brotes de la planta de ricino, 

Ricinus communis L. (Yasur y Rani, 2013) o Vicia faba (Abdel-Azeem y 

Elsayed, 2013) aún en altas concentraciones de AgNPs. En dosis de 100 

mg L-1 de AgNPs se encontró que no se tiene efecto significativo sobre la 

germinación de semillas en Cucumis sativus o Lactuca sativa (Barrena et 

al., 2009). Otros estudios indican que las AgNPs pueden promover el 

crecimiento de Brassica juncea (Sharma et al., 2012), Panicum virgatum y 

Phytolacca americana (Yin et al., 2012), Phaseolus vulgaris o Zea mays 

(Salama, 2012). Vannini et al., (2013), reportarón que una dosis de 10 mg 

L-1 de AgNPs recubiertas con polivinilpirrolidona como estabilizador (PVP-
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AgNPs) aumentó la elongación de raíz en Eruca sativa. La germinación 

de semillas de Boswellia ovalifoliolata (Savithramma et al., 2012) y 

Pennisetum glaucum (Parveen y Rao, 2014) ha demostrado ser afectada 

positivamente por los tratamiento de AgNPs.  

4.11 Cito-Genotoxicidad in vitro por exposición a AgNPs 

 

Las AgNPs son consideradas un candidato ideal para numerosas 

aplicaciones en diversos campos, especialmente en la industria 

biomédica. Sin embargo, varios estudios informan que las AgNPs tienen 

un efecto adverso sobre los seres humanos, así como el medio ambiente. 

En investigaciones toxicológicas de AgNPs, se realizó un ensayo de 

toxicidad in vitro en células de hígado de rata y se demostró que las 

AgNPs causan estrés oxidativo y cesa de la función mitocondrial, incluso 

a bajo nivel de exposición a las AgNPs (10-50 µg mL-1) (Keat et al., 2015).  

 

El uso de microorganismos, animales y cultivos de células humanas para 

la evaluación de la toxicidad comenzaron a finales del siglo pasado 

(Wilsnack et al., 1973; Grant, 1994; Battersby, 2000; Parng, 2005). Los 

bioensayos a base de plantas han sido validados por el Programa de 

Medio Ambiente de las Naciones Unidas (PNUMA), la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) y la Agencia de Protección Ambiental de 

Estados Unidos (US-EPA) (Grant, 1999; Rizzo, 2011). Los bioensayos 

basados en vegetales son generalmente más sensibles para detectar 

mutágenos, evaluar varios puntos genéticos, que oscilan entre 

mutaciones puntuales hasta aberraciones cromosómicas y son menos 

caros (Grant, 1994; Clemedson et al., 1996; Grant, 1999; Leme y Marin-

Morales, 2009; Iqbal, 2016). Las plantas superiores, es decir, Allium cepa, 

Zea mays, Tradescantia, Nicotiana tabacum, Crepis capilares, Hordeum 

vulgare y Vicia faba (haba) se han utilizado ampliamente para detectar y 

evaluar la toxicidad de los productos químicos tóxicos (Grant, 1994; Leme 
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y Marin-Morales, 2009; Iqbal y Bhatti, 2014, 2015; Iqbal et al., 2014; Iqbal 

y Nisar, 2015; Qureshi et al., 2015).  

 

Entre las plantas superiores, V. faba se considera como excelente modelo 

genético para la supervisión de toxicidad, ya que ofrece la detección de 

daños en el ADN o anomalías en la división celular (Valencia, 1992; Feng 

et al., 2007; Yi et al., 2010; Giorgetti et al., 2011; Shahid et al., 2011). Los 

cromosomas presentes en V. faba tienen el tamaño para realizar un 

estudio citológico, se distinguen con claridad en el análisis al 

microscópico; otra de las ventajas para su estudio es que se conocen 

perfectamente los tiempos de cada una de las etapas de su ciclo celular, 

siendo la duración total de éstas 19 h y 30 min a 19 °C; aunado a que en 

los meristemos apicales hay una gran cantidad de células indiferenciadas 

en división, lo que favorece los estudios de citotoxicidad (Evans y Scott, 

1964). 

 

El daño cito-genotóxico puede ser de dos tipos, espontáneo e inducido 

(por factores externos), el primero ocurre en los procesos de transmisión 

y síntesis del DNA para ser expresado como aberraciones, se le 

denomina S-independiente, pudiendo ser las alteraciones provocadas del 

tipo cromatídico y cromosómico; mientras que las alteraciones que 

requieren pasar por una etapa de síntesis para poder expresarse se les 

denomina S-dependientes, y son alteraciones del tipo sub-cromatíco 

(Prieto-García et al., 2006).  

 

Asi como tambien, ha habido pocos estudios publicados sobre las plantas 

vasculares se mostró que las AgNPs tienen efectos perjudiciales sobre el 

crecimiento en plantas (Stampoulis et al., 2009). Stampoulis et al., (2009), 

informaron que AgNPs de 100 nm a 100 y 500 mg L-1 redujeron en un 41 

% y 57% las tasas de biomasa y la respiración, respectivamente, de 

Cucurbita pepo, comparadas con las plantas control. Gubbins et al., 
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(2011), demostraron que las AgNPs podrían inhibir el crecimiento de 

Lemna minor. Kumari et al., (2009) y Pulate et al., (2011), investigaron 

que las AgNPs tuvieron impactos citotóxicos y genotóxicos sobre 

meristemos de Allium cepa. Abdel-Azeem y Elsayed, (2013), mostraron 

que diferentes concentraciones AgNPs indujeron diferentes tipos de 

aberraciones cromosómicas tales como cromosomas pegajosos, puente 

de la cromatina, roturas cromosómicas, metafase perturbada y 

micronúcleos (Mn). Por lo tanto, el mecanismo citotóxico de AgNPs se 

basa predominantemente en la inducción de especies reactivas del 

oxígeno (ROS). Específicamente, la exposición a las AgNPs provoca 

agotamiento en el nivel de glutatión, la elevación de los niveles de ROS, 

la peroxidación de lípidos, y aumento de la expresión de genes de 

respuesta a ROS, lo que lleva al daño del ADN, la apoptosis y necrosis 

(Haider y Kang, 2015). 

4.12 Estrés oxidativo y generación de Especies Reactivas a 

Oxígenos (ROS) por exposición a AgNPs  

 

El estrés oxidativo es un factor central en los fenómenos de estrés 

abióticos y bióticos que se produce cuando hay un desequilibrio grave en 

cualquier compartimiento celular, entre la producción de Especies 

Reactivas a Oxígeno (ROS) y la defensa antioxidante, lo que lleva a 

eventos fisiológicos dramáticos (Foyer y Noctor, 2000). Las ROS se han 

considerado principalmente como moléculas peligrosas, cuyas 

concentraciones deben mantenerse lo más bajo posible, pero este 

concepto se ha cambiado a causa de las múltiples funciones del oxígeno 

activado. Por lo tanto, es importante para las células controlar la 

concentración de ROS, pero no de eliminarlas completamente 

(Schützendübel y Polle, 2002; Gratao et al., 2005). 
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Durante la reducción de O2 a H2O, puede haber transferencia de uno, dos 

o tres electrones al O2 para formar superóxido (O2
.-), peróxido de 

hidrógeno (H2O2), y el radical hidroxilo (·OH), respectivamente. O2
.- y 

H2O2 tienen una reactividad relativamente baja en comparación con otras 

ROS (Cuadro 2).  

 

Cuadro 2. Especies Reactivas a Oxígeno (ROS). 

ROS Símbolo 

Radicales Anion superóxido O2
.- 

Hidroxilo .OH 

Alcóxido RO. 

Peróxido ROO. 

No radicales Peróxido de hidrogeno H2O2 

Ozono O3 

Oxígeno singulete 1∆O2 

 

La aceptación del exceso de energía por O2 puede llevar, además, a la 

formación de oxígeno singlete (1O2), una molécula altamente reactiva en 

comparación con el O2. El H2O2 funciona como una molécula de 

señalización en plantas y que también está implicado en la regulación de 

la expresión génica por estrés abiótico (Neill et al., 2002). Puede inducir el 

cierre de los estomas o puede ser requerido para inhibir ABA en la 

apertura de los estomas a la luz (Desikan et al., 2004). El H2O2 es 

también un producto del glioxisoma asociado a la β -oxidación de los 

ácidos grasos y a las reacciones de la fotorrespiración peroxisomal 

(Scandalios, 1993; Igamberdiev y Lea, 2002). Las plantas, así como otros 

eucariotas poseen una variedad de enzimas que producen ROS 

apoplástico, que luego utilizan para la transducción de señal, así como en 

el metabolismo de la pared celular. Las enzimas productoras de ROS en 

plantas incluyen a las oxidasas (NADPH), amino oxidasas, quinona 
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reductasas, lipoxigenasas, las peroxidasas de clase III y oxalato oxidasas 

(Kärkönen y Kuchitsu, 2015) (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 4. Cualquier condición de estrés abiótico conduce a la 
sobreproducción de ROS. El .O2 formado puede ser dismutado a H2O2 por 
la superóxido dismutasa (SOD) o convertido en _OH. A) El H2O2 es 
eliminado por la catalasa (CAT) o, en presencia de agentes reductores, 
por la ascorbato peroxidasa (APX); B) o la glutatión peroxidasa (GPX); C) 
dentro del ciclo ascorbato-glutatión. MDA: monodehidro-ascorbato; DHA, 
dehidro-ascorbato; GSSG: glutatión disulfuro; MDAR: MDA reductasa; 
DHAR: DHA reductasa; GR: glutatión reductasa; FS: fotosistema (Mittler, 
2002; Tausz y col., 2004; Gill y Tuteja, 2010). 
 

Las catalasas (CAT) son enzimas que contiene hematina que facilitan la 

eliminación de peróxido de hidrógeno (H2O2) a partir de organismos (Van 

der Oost et al., 2003) y también están asociadas con el metabolismo de 

los ácidos grasos (Huggett et al., 1992; Stegeman et al., 1992). La 

glutatión peroxidasa cataliza la reducción de hidroperóxidos utilizando 

glutatión (GSH) y protege las células contra el daño oxidativo. La 

Superóxido Dismutasa (SOD) son enzimas antioxidantes que catalizan la 

dismutación del superóxido en O2 y H2O2. El peróxido puede ser destruido 

por CAT o reacciones GPx (Walters et al., 2014). Las enzimas (como la 

glutatión S-transferasa (GST) y lactato deshidrogenasa (LDH)) son 

A B 

C 
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ampliamente utilizadas como biomarcadores ambientales, ya que 

desempeñan un papel fisiológico vital (Elumalai et al., 2007). El glutatión 

S-transferasa (GST) está implicado en el transporte intracelular y ofrece 

defensa contra el daño oxidativo y a los productos peroxidativos de ADN y 

lípidos (Van der Oost et al., 2003). 

 

Estudios de toxicidad en plantas por exposición a AgNPs, en contexto con 

el estrés oxidativo y su metabolismo no han sido muy explorados. La 

generación elevada de ROS ha sido reportada en especies vegetales 

como Oriza sativa expuestas a AgNPs (Mirzajani et al., 2013). Sin 

embargo, hay poca información disponible sobre mecanismos de 

adaptación de plantas expuestas a AgNPs y el metabolismo de ROS y 

sus productos de reacción. Como se informó anteriormente, Mirzajani et 

al., (2013), reportarón que en las plantas de O. sativa expuestas a 

AgNPs, se incrementó la actividad antioxidante de los carotenoides, como 

mecanismo de respuesta para la reducción de efectos tóxicos de ROS y 

sus productos de reacción (Chew y Park 2004; He et al., 2011). En 

comparación con las AgNPs, se informó de un mayor grado de estrés 

oxidativo inducido por una mayor generación de O2
.- y H2O2 en puntas de 

raíces de Allium cepa bajo la exposición a AgNPs (Choi y Hu, 2008; 

Panda et al., 2011).  

 

Desde la aplicación de AgNPs para controlar varias enfermedades en 

plantas (Park et al., 2006). Krishnaraj et al., (2012), reportarón un estrés 

leve, sin embargo,las elevaciones más bajas de CAT y POX reflejaron un 

mejor crecimiento de B. monnieri con reducida toxicidad por AgNPs 

biológicamente sintetizadas por B. monnieri, en comparación con las 

plantas tratadas con AgNO3; Ademas, especularón que el estrés leve 

debido a las AgNPs sintetizadas biológicamente puede ser beneficioso 

para las plantas en su protección contra los ataques de patógenos y el 

control de enfermedades lo que demanda estudios a futuro.  
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Yasur y Rani, (2013), reportarón en R. communis expuesta a AgNPs y 

AgNO3 a concentraciones de 0, 500, 1000, 2000, y 4000 mg L-1, 

respectivamente, una elevada actividad de la enzima SOD y peroxidasa. 

Los autores llegaron a la conclusión de que la mejora en las actividades 

de peroxidasa y SOD son indicativos del aumento del estrés oxidativo 

acumulado por las  AgNPs donde las AgNPs podrían haber interactuado 

con componentes celulares y causando incremento en la producción de 

ROS (Anjum et al., 2013). 

4.13 Interacción de las AgNPs con Macro y Micronutrientes 

 

De los diferentes tipos de nanomateriales, incluidos los fabricados a partir 

de elementos que no se clasifican tradicionalmente como nutrientes (por 

ejemplo, titanio, silicio, plata) y de micronutrientes con nanoformas tales 

como Zn, Fe y Mn, se ha demostrado que son capaces de mejorar el 

crecimiento del cultivo y/o el contenido de estos elementos (Larue et al., 

2012; Wang et al., 2013a, b y c; Siddique y Al-Whaibi 2014; Servin et al., 

2015).  

A menudo, los efectos positivos de las nanopartículas (NPs) en el 

crecimiento del cultivo se producen en mayor medida con la dosis 

equivalente del mismo nutriente mineral presentado en su forma iónica 

(sal) (Alidoust e Isoda 2013; Pradhan et al. 2013; Zhao et al. 2013; Kim et 

al. 2014), y cuando se aplica a la misma concentración en relativamente 

altas dosis, la concentración a la que se produce toxicidad es menor con 

iones que con NPs (Dimkpa et al., 2012a; Pradhan et al. 2013; Kim et al., 

2014).  

Por otro lado, las NPs no se comportan igual como agregado cuando 

entran al medio ambiente. Factores externos como la luz, la temperatura, 

el pH, etc., pueden cambiar su destino y transporte (Arruda et al., 2015; 

Nowack y Bucheli, 2007).  
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Las posibles interacciones de las nanopartículas con las raíces de las 

plantas incluyen la absorción sobre la superficie de la raíz, la 

incorporación en la pared celular y la captación por la célula (Nowack y 

Bucheli 2007; Zhang et al., 2015a).  

Generalmente es difícil para las NPs <20 nm penetrar a través de la pared 

celular, ya que los tamaños de la pared celular de poro varían de 2 a 20 

nm (Rondeau-Mouro et al. 2008; Rico et al., 2011). Como resultado, las 

NPs pueden agregarse a lo largo de las raíces, lo que podría perturbar su 

absorción de agua adecuada y en última instancia, afectar a su 

crecimiento y desarrollo. De esta manera, la inhibición del crecimiento de 

las plantas puede no derivarse directamente de la fitoxicidad química de 

las NPs. En lugar de ello, la toxicidad puede ser el resultado de las 

interacciones físicas entre las nanopartículas y las vías de transporte 

célula vegetal (Ma et al., 2010a; Martínez-Fernández et al., 2015). 

Las AgNPs son excelentes materiales que tienen propiedades 

microbicidas y son utilizados en alimentación y la agricultura como la 

seguridad alimentaria, envasado de alimentos y detección de patógenos 

(Quardos y Mar, 2010). Tienen gran influencia en el crecimiento de 

plantas y el desarrollo, tales como la germinación, raíces y brotes 

relación, el crecimiento de las plántulas, el crecimiento de raíces, 

alargamiento de la raíz, y la inhibición de la senescencia (Ma et al, 2010; 

Shah y Belozerova, 2009). La Nano-bentonita y el nanocarbono activado 

con recumbrimiento de nitrógeno aumentó la absorción y el transporte de 

N, P, K a las semillas y rendimiento del arroz de manera significativa 

(Wang et al., 2011). El Nanocarbono como fertilizante de liberación lenta 

aumento el contenido de la clorofila, el rendimiento de grano y el uso de 

nitrógeno la eficiencia de arroz (Wu et al., 2010).  
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La aplicación de liberación controlada de fertilizantes recubiertos por 

algún tipo de nanomaterial aumentó en China el rendimiento de la col y la 

mejora de la eficiencia de uso de nutrientes de manera directa y 

significativamente en comparación con fertilizantes comunes (Ding et al., 

2009).  

Por otra parte, las limitaciones socioeconómicas han hecho que sea más 

imperativo el incrementar el uso y eficiencia de nutrientes. Por lo tanto, el 

aumento de la eficiencia de uso de nutrientes continúa siendo un reto 

importante para el mundo de la agricultura, y la nanotecnología puede 

potencialmente abordar esta cuestión. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

5.1 Ubicación del experimento  

 

La investigación se realizó en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos 

Vegetales del Colegio de Posgraduados-Campus Córdoba, Km. 348 

Carretera Federal Córdoba-Veracruz, C.P. 94946. Amatlán de los Reyes, 

Veracruz, México. Localizado geográficamente a 19° 27’ latitud N y 98° 

53’ longitud O, a 720 msnm (Figura 5). 

Figura 5. Localización del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del 

Colegio de Postgraduados (COLPOS) Campus Córdoba. 

 

5.2 Material vegetal 

 

Se utilizaron plántulas de vainilla (V. planifolia), previamente establecidas 

por cultivo in vitro para la multiplicación de los explantes y proliferación de 

brotes en un SIT (RITA®) con AgNPs a diferentes concentraciones y 

posteriormente se seleccionaron ápices para elongación los cuales fueron 
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sometidos a ensayos de cito-genotoxocidad y estrés oxidativo in vitro con 

AgNPs a diferentes concentraciones. 

5.3 Caracteristicas de las nanopartículas de plata (AgNPs) 

 

Las AgNPs utlizadas en este estudio fueron proporcionadas mediante un 

convenio entre el COLPOS-Córdoba y el CNyN-UNAM. Las AgNPs estan 

recubiertas por un polímero de Polivinilpirrolidona (PVP) como 

estabilizador y su tamaño promedio oscila entre 2-50 nm de forma 

esférica. Las soluciones de AgNPs de Argovit™ se encuentran en 

concentración de 20 y 40%, con un contenido de plata metálica al 1.2 y 

2.4% respectivamente, para este estudio se utilizó una concentración de 

20% (Cuadro 3). 

Cuadro 3. Características Fisicoquímicas de las AgNPs ArgovitTM. 

Propiedades  Resultado   

Contenido de plata metalica (% wt.) 1.2 

Contenido de PVP (% wt.) 18.8 

Morfologia de las nanopartículas de plata Esferoidal 

Promedio del diametro de las nanopartículas de plata por 
datos TEM (nm) 

35 

Intervalo de tamaño de las partículas de plata metalica por 
datos TEM  (nm) 

1 a 90 

Diametro Hidrodinamico: Ag metalica con PVP (nm)  70 

Potencial Zeta (mV) -15 

Superficie de resonancia plasmica:  420 nm 

Estructura PVP por FTIR Confirmada 
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5.4 Lavado, desinfección y establecimiento de explantes 

 

Se emplearon como explantes, yemas y apices de plantas de vainilla (V. 

planifolia) recolectadas en Miradores, Veracruz, México. Se lavaron bajo 

un flujo de agua corriente por 45 minutos. Posteriormente se mantuvieron 

en agitación por 30 minutos en una solucion de Benomilo 1 g L-1 

(Promyl®). Una vez en la camara de flujo laminar se procedio a 

desinfectar los explantes en soluciones de etanol al 70% v/v durante 30 s 

y cloro comercial (hipoclorito de sodio)  al 10% v/v durante 20 minutos. 

Finalmente se aplicaron tres enjuagues con agua destilada estéril. 

Despues de este tratamiento los explantes se sumergieron nuevamente 

por 10 minutos en una solución al 5% de cloro comercial y se enjuagaron 

en tres ocasiones con agua destilada estéril. Los explantes se cultivaron 

en medio de multiplicación MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado 

con 2 mg L-1 de benciladenina (BA) y 30 g L-1 de sacarosa de acuerdo con 

la metodología propuesta por Lee-Espinoza et al., (2008) para la 

obtención de brotes y llevar a cabo la parte experimental. 

5.5 Preparación de medio MS para la fase de multiplicación con 

AgNPs en RITA® 

 

El medio líquido empleado para el cultivo in vitro fue MS (Murashige y 

Skoog, 1962) suplementado con 30 g L-1 de sacarosa. Se ajustó el pH a 

5.8 ± 0.1 con NaOH 1.0 N y/o HCl 1.0 N, según correspondiera. Los 

medios fueron esterilizados en autoclave a una presión de 15 psi o 1.05 

Kg/cm² equivalentes a una temperatura de 121°C durante 30 min para los 

SIT. Se adicionó al medio de cultivo con micropipeta las concentraciones 

de AgNPs (0, 25, 50, 100 y 200 mg L-1) de los tratamientos 

correspondientes. Se colocaron por Biorreactor 5 explantes cada uno con 

2-3 brotes y se realizaron tres repeticiones por tratamiento en tres 

replicas.  El medio de cultivo se dosificó en los biorreactores RITA®, a 

razón de 200 mL y se utilizó una frecuencia de inmersión de dos minutos 
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cada 4 horas.  Se analizaron las variables de multiplicación de los 

explantes a los  30 días de cultivo.  

5.6 Preparación del medio MS semisólido para la fase de 

elongación y enraizamiento con AgNPs 

 

Para la etapa de elongación se utilizó medio MS sin reguladores de 

crecimiento. Para el medio semisólido se uso 2.3 g L-1 de phytagel™ 

(SIGMA®) como agente gelificante y 30 g L-1 de sacarosa. El pH de los 

medios fue ajustado a 5.7-5.8. El medio fue colocado en microondas para 

calentamiento y se dejo enfriar en campana de flujo laminar, antes de 

gelificar se adiciono al medio de cultivo con micropipeta las 

concentraciones de AgNPs (0, 25, 50, 100 y 200 mg L-1) de los 

tratamientos correspondientes. Se adicionaron 15 mL de medio de cultivo 

por tubo con un total de 10 repeticiones por tratamiento por triplicado. Se 

analizaron las variables de elongación de los ápices a los 45 días de 

cultivo. 

5.7 Condiciones de incubación 

 

Los recipientes de cultivo tanto semisólido y líquido, fueron incubados a 

24±2 °C y se mantuvieron bajo luz fluorescente (40-50 µmol m-2s-1) con 

fotoperíodo de 16:8 h luz/oscuridad.  

5.8 Determinación de la acumulación de macro y micronutrientes 

 

El método empleado en este trabajo para la determinación de macro y 

micronutrinentes fue espectrofotometría de absorción atómica según se 

describe en Perkin Elmer (1996). Se utilizo 1 g de tejido foliar el cual se 

colocó en una mufla a 550 °C hasta obtener ceniza para cuantificar los 

minerales. La ceniza obtenida fue disuelta en 1,5 N de HCl, filtrada 

después a través de un papel filtro y aforado con agua desionidaza. Los 

Macronutrientes determinados fueron Ca, Mg, K, Fe y micronutrientes 
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como Cu, Zn and Mn utilizando espectrofotometría de absorción atómica 

(Perkin Elmer AAnalyst 400). El contenido de Fósforo (P) fue determinado 

utilizando el método de Vanadio-Molibdato y leído en un 

espectrofotómetro Perkin Elmer Lambda 25 UV-Vis a 630 nm (AOAC, 

1990). El contenido de Boro (B) fue determinado por el método 

espectrofotométrico con curcumina a 540 nm. El contenido de Nitrógeno 

Total (NT) fue determinado por digestión con acido sulfúrico seguido de 

destilación con NaOH, utilizando de 0.5 a 1 g  de tejido foliar de acuerdo 

con el método por micro-Kjeldahl (Kjeldahl, 1883). Todas las 

determinaciones fueron realizadas por triplicado. 

5.9 Determinación de estrés oxidativo in vitro en V. planifolia 

 

Para la determinación de estrés oxidativo, ápices para elongación se 

colocaron en medio semisólido Murashige y Skoog (1962); con diferentes 

concentraciones de AgNPs (0, 25, 50, 100 y 200 mg L-1). Se determinaron 

los niveles de ROS, peroxidación lipídica (MDA), apacidad antioxidante 

(ORAC) y compuestos fenólicos totales (TPC) en plántulas completas a 

los 30 días de cultivo. 

5.10 Cuantificación de Peroxidación lipidíca (MDA) 

 

Un total de 200 mg de los brotes de vainilla secados en frio fueron 

homogenizados en 4 mL de Acido Tricloroacetico (TCA) al 0.1%. 

Después, el extracto fue centrifugado a 10,000 r.p.m. por 15 min y el 

sobrenadante (1 mL) fue colectado y mezclado con 2 mL de TCA al 20% 

and 2 mL de Acido Tiobarbiturico (TBA) al 0.5%. La mezcla fue calentada 

a 95◦C por 30 min en una campana de extracción de gases y 

posteriormente enfriada en hielo. La absorbancia del sobrenadante fue 

registrada a 532 nm y 600 nm (Synergy HT, Bio-Tek, Winooski, VM). La 

concentración del Malonilaldehido (MDA), formado por la descomposición 

de los acidos grasos poliinsaturados, fue calculada usando la ecuación de 
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Beer–Lambert’s (coeficiente de extinción molar del MDA is 155 mM−1 

cm−1). Todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado. 

5.11 Cuantificación de ROS 

 

La determinación de ROS fue realizada mediante un ensayo directo 

colorimétrico y fluorométrico, que mide el Peroxido de Hidrógeno (H2O2) 

como un subproducto del metabolismo reactivo a oxígeno. El kit-

ab102500 (CRT scientific, México) fue empleado para el ensayo de la 

determinación del Peróxido de Hidrógeno. La determinación fue realizada 

de acuerdo a las indicaciones del proveedor, brevemente 5 mg de brotes 

de vainilla secados en frio fueron homogenizados en una solucion fría de 

buffer de fosfatos y lavados por centrifugación durante 2-5 min a 4 ºC y 

1000 r.p.m. para remover cualquier material insoluble. El sobrenadante 

fue colectado, transferido a un tubo limpio y mantenido en hielo para la 

deproteinización con Acido Perclórico (PCA) 4 M. PCA al 4 M fue 

agregado para obtener una concentración final 1 M, la mezcla fue 

vortexeada e incubada en hielo por 5 min. El PCA fue precipitado por 

neutralización con KOH al 2 M. después la mezcla fue centrifugada a 10 

000 r.p.m. por 20 min a 4 ºC y el sobrenadante fue colectado. Las 

muestras desproteinizadas fueron utilizadas para la determinación de 

Peroxido de Hidrogeno. Para calcular la concentracion de un factor de 

dilución de la muestra final fue calculado, tomando en cuenta el volumen 

de la muestra inicial + vol PCA + vol KOH. Todas las determinaciones 

fueron realizadas por triplicado. 

5.12 Cuantificación de la capacidad antioxidante (ORAC) 

 

La capacidad antioxidante (ORAC) fue determinada de acuerdo al método 

descrito por Huang et al., (2002). Brevemente, un gramo del extracto 

secado en frio de los brotes de vainilla fueron diluidos en metanol para la 

cuantificación, los análisis se realizaron a 37°C usando un buffer de 
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fosfatos de pH 7.4. Los radicales peróxido fueron producidos por 2,2′-

Azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH), usando fluoresceína 

como sustrato y Trolox como estandar. La Fluorescencia fue medidad 

cada 2 min durante una hora y una curva de calibración de Trolox a 

diferentes concentraciones (10 a 100μM) fue utilizada para cada placa de 

lectura. Todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado. 

5.13 Extracción de los compuestos fenólicos de plántulas de 

V. planifolia 

 

Brotes individuales de vainilla que crecieron con AgNPs a diferentes 

concentraciones fueron colocados en extracción por 3 h a 250 r.p.m. con 

metanol al 50 % y agua (v/v) utilizando una proporción masa-solvente de 

1:10 (w/v) a 30 °C. El sobrenadante fue recuperado y filtrado al vacío con 

un papel filtro Whatman No. 1. El extracto resultante fue concentrado en 

un rotavapor para remover el metanol. La temperatura del baño maría fue 

establecida a 60 °C, y la presión de la bomba de vacío a un rango de -70 

a -90 kPa. Después de que el metanol ha sido removido, el concentrado 

del extracto fue liofilizado, y el polvo resultante del secado en frío fue 

conservado a -80 °C. 

5.14 Determinación de compuestos fenólicos 

 

El contenido total de los compuestos fenólicos (TPC) de las plantas de 

vainilla fueron determinados el método Folin–Ciocalteu de Payet et al., 

(2006) con ligeras modificaciones. Brevemente, diluciones apropiadas del 

extracto secado en frío en metanol fueron transferidos a una microplaca 

de 96 pocillos (Nunc, Roskilde, Denmark) y oxidadas con el reactivo Folin-

Ciocalteu a temperatura ambiente por 5 min, resultando en una coloración 

azul de la reacción. Después de esto, carbonato de sodio al 2% fue 

agregado a la microplaca. La microplaca fue inmediatamente colocada y 
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agitada en un lector de microplacas (Synergy HT, Bio-Tek, Winooski, VM) 

y después se dejó reposando por 15 min.  

La absorbancia fue registrada a 760 nm y el TFP fue calculado desde una 

curva de calibración de acido galico (10–150 µg/ml) y expresado como 

miligramos equivalentes de ácido galico (GAE) por gramo de muestra. 

Todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado. 

5.15 Determinación de citotoxicidad y genotoxicidad in vitro 

en ápices de  raíz de V. planifolia 

 

Se utilizaron plántulas de V. planifolia, previamente establecidas en medio 

semisólido Murashige y Skoog (1962); con diferentes concentraciones de 

AgNPs (0, 25, 50, 100 y 200 mg L-1), donde se colocaron ápices de 2 cm 

de longitud para determinar la cito-genotoxicidad en raíces. Las raíces de 

los ápices se evaluaron con respecto a las variables de cito-genotoxicidad 

a los 45 días de cultivo. Se utilizaron raíces de 2 cm de longitud para el 

protocolo de cito-genotoxicidad.  

El estudio se realizó de acuerdo al protocolo de Ma et al., (1995), se 

cortaron las puntas de las raíces a 2 mm del meristemo apical y se cortó 

una sección superior a esta de 0.5-1 cm, posteriormente se colocan en 

vasos de p.p. o caja de Petri cubiertos con papel aluminio para proteger 

de la luz con 10 mL de solución fijadora (metanol-Ac. Acético) proporción 

3:1 (v/v) por un lapso de 12 h a temperatura ambiente. Posteriormente, al 

utilizarlas, se lavaron las puntas de las raíces varias veces con agua 

destilada. Posteriormente se hidrolizaron en 10 mL de HCl 1M a 60 °C por 

10 min. en baño maría, se enjuagaron con agua destilada varias veces. 

Después de la hidrolísis, se tiñeron las raíces en 3 mL de Aceto-orceina 

durante 30 min. Se lavó el material vegetal en ácido acético al 45% (v/v) 

para decolorar excedente. Se colocaron las puntas de las raíces en el 

portaobjetos limpio, y se colocó un cubreobjetos y se aplasto por (squash) 
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suavemente para lograr una mono capa de células. Se observó con el 

objetivo 40x  en un microscopio óptico marca Olympus.   

 

La cantidad de 3000 células por tratamiento con AgNPs registrando el 

número de células en división (Indice Mitótico (IM) y las Aberraciones 

Cromosomales (AC) como micronúcleos (Mn), buds, células binucleadas, 

necrosis y apoptosis en el estado basal de las células vegetales. 

Índice mitótico (IM): 

El índice mitótico se calculó como la relación entre el número de células 

en división entre el número total de células contabilizadas, multiplicado 

por 100. 

5.16 Análisis estadístico 

 

Se utilizó un diseño experimental completamente al azar, las  valuaciones 

de los parámetros de crecimiento y formación de nuevos brotes así como 

los parámetros de la inducción de cito-genotoxicidad y estrés oxidativo  

por las AgNPs se procesaron utilizando el paquete estadístico SPSS 22 

(para Windows). Se realizó un análisis de varianza (ANDEVA) y 

comparación de medias de acuerdo a Tukey (p ≤0.05), cuando fue 

requerido. 
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

6.1 Evaluación de diferentes concentraciones de AgNPs en un SIT 

(RITA®) para la proliferación de brotes 

Lo resultados obtenidos mostraron diferencias significativas (p ≤0.05) 

entre las diferentes concentraciones de AgNPs para las variables 

evaluadas a las 4 semanas de cultivo in vitro por inmersión temporal 

(Cuadro 4). El mayor número de brotes por explante (14.89±0.40) y mayor 

longitud del brote (4.71±0.23) se obtuvieron en el tratamiento con la 

concentración de 50 mg L-1 de AgNPs. Las concentraciones de 100 y 200 

mg L-1 mostraron significativamente el menor número de brotes por 

explante (8.29±0.35 y 4.55±0.24, respectivamente) y menor longitud de 

brotes (1.14±0.07 y 0.82±0.6, respectivamente) (Figura 6). No se presentó 

contaminación en los tratamientos con 50, 100 y 200 mg L-1 AgNPs. La 

mayor contaminación ocurrió cuando no se aplicaron AgNPs, con 16.66% 

seguido por la dosis de 25 mgL-1 de NPsAg, con 8.33%.  

 

Cuadro 4. Efecto de las AgNPs sobre el porcentaje de contaminación, 
multiplicación y longitud de los brotes de vainilla (V. planifolia) 
utilizando un SIT (RITA®). 

Concentración 

de AgNPs 

(mg L
-1

) 

Contaminación  

(%) 

No. de brotes/ 

explante 

Longitud 

del brote 

(cm) 

0 16.66±8.3a 9.25±0.36
b

 2.15±0.12
b

 

25 8.33±8.3b 14.33±0.39
a

 4.42±0.12
a

 

50 0±0.00c 14.89±0.40
a

 4.71±0.23
a

 

100 0±0.00c 8.29±0.35
b

 1.14±0.07
c

 

200 0±0.00c 4.55±0.24
c

 0.82±0.6
c

 

*Los valores representan la media ± EE (Error Estándar). Medias con diferente letra 

dentro de la columna son significativamente diferentes (Tukey, p ≤0.05), a los 30 días 

de cultivo in vitro. 
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Figura 6. Efecto de las AgNPs sobre la proliferación de brotes de vainilla (V. planifolia) utilizando un SIT (RITA®) a los 30 
días de cultivo in vitro.  A-E: 0, 25, 50, 100 y 200 mg L-1 de AgNPs, respectivamente. Barra=2 cm.  

A B C 

D E 
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Los resultados coinciden con lo reportado por Mahna et al., (2013), en 

semillas de Arabidopsis, quienes usando 100 mg L-1 de AgNPs, 

observaron un efecto antimicrobiano en el medio de cultivo sin afectarse 

el porcentaje de germinación.  Arab et al., (2014), reportaron que 

concentraciones de 100 y 150 mg L-1 de AgNPs en segmentos nodales de 

G X N15 (hibrído de almond X peach) en inmersión y añadido 

directamente al medio de cultivo reducen significativamente la 

contaminación, en comparación con el tratamiento sin AgNPs. Moradpour 

et al., (2016), reportaron que 10 mg L-1 de AgNPs en un tiempo de 

inmersión de 20 min resultó eficaz para reducir la contaminación 

microbiana sin afectar la supervivencia de explantes de Hevea 

brasiliensis. 

Diversas teorías proponen el posible mecanismo para la acción 

antimicrobiana de las AgNPs. Según Liau et al., (1997) y (Arab et al., 

2014), las AgNPs interactúan con las proteínas que contienen azufre 

causando irrupción en la membrana celular microbiana. Rai et al., (2009) 

y (Sarsar et al., 2014), propusieron que las AgNPs poseen un área de 

superficie extremadamente grande para un mejor contacto con las 

bacterias. Estas AgNPs se vinculan a la membrana celular y penetran 

fácilmente en el interior de las bacterias provocando lisis celular y muerte. 

Las concentraciones de AgNPs aplicadas en este estudio mostraron 

diferencias significativas en la multiplicación de brotes y elongación. Los  

tratamientos de 25 y 50 mg L-1 de AgNPs mostraron un aumento en el 

número de brotes y longitud, mientras que las concentraciones más altas 

(<100 mg L-1 de AgNPs) inhibieron ambos procesos.  

El hecho de que las dosis bajas de AgNPs tienen un efecto favorable 

sobre el desarrollo de la planta se ha observado anteriormente, por 

ejemplo, Najafi y Jamei et al., (2014), reportaron que a dosis de 50 mg L-1 

de AgNPs (no se reportó nm de diámetro de las AgNPs y se utilizó 

extracto de la raíz como agente estabilizador) aumentó el contenido de 
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clorofila total, clorofila  a, clorofila b, peso fresco y la longitud de raíz en 

plantas de Vigna radiata. Las AgNPs son beneficas para la germinación 

de las semillas y el crecimiento de Glycine max (Lu et al., 2002), y actuan 

como estimuladores de crecimiento (Sharon et al., 2010). 

El efecto inhibidor de AgNPs en las plantas a altas concentraciones (>100 

mg L-1 de AgNPs) se ha reportado por Kumari et al., (2009) informaron 

que AgNPs a 100 mg L-1 con diámetro <100 nm y citrato como 

estabilizador, (proporcionado por Sigma-Aldrich, St. Louis MO EE.UU.) 

disminuyeron el índice mitótico (27.62 %) y causan múltiples roturas 

cromosómicas y la desintegración celular en Allium cepa. Stampoulis et 

al., (2009), demostraron que AgNPs >100 mg L-1 con con diámetro <100 

nm y citrato como estabilizador, (proporcionado por Sigma-Aldrich, St. 

Louis MO EE.UU.) inhibieron la germinación de semillas, crecimiento y 

volumen de transpiración de las plantas de zucchini. Lee et al., (2012), 

demostraron que el crecimiento de raíces de Phaseolus radiatus y 

Sorghum bicolor es inhibido por 13 y 26 mg L-1 de AgNPs con diámetro de 

5 a 25 nm (promedio de 10 nm) y citrato como estabilizador, 

(proporcionado por ABC nanotecnología, Daejeon, KOR). 

En Arabidopsis thaliana, Geisler-Lee et al., (2013), demostraron que 535 

mg L-1 de AgNPs con diámetros de 20, 40 y 80 nm y citrato y fosfato como 

estabilizadores, (De Ted Pella Inc. Redding, CA, EE.UU.) inhibieron las 

plántulas y el alargamiento de la raíz. Nair y Chung (2014a,b) mostrarón un 

aumento en la peroxidación lipídica y la producción de ROS en los tejidos 

vegetales, así como la expresión de genes relacionados con el estrés 

oxidativo en dosid de 400, y 500 mg L-1 de CuONPs.  

También se ha observado que AgNPs con diámetro de 5 a 25 nm 

(promedio 10 nm) y citrato como estabilizador, (proporcionado por ABC 

Nanotech Daejeon, KOR) redujeron el crecimiento de Phaseolus radiatus 

y Sorghum bicolor cultivados en suelo y agar como medio de cultivo (Lee 

et al., 2012). Amooaghaie et al., (2015), demostraron que AgNPs a 100 
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mg L-1 con diámetro de 40 nm y tipo de estabilizador no mencionado, (De 

Shanghai Co. LTD Huzheng Nanotecnología AGS-WMB1000C, Shanghai, 

CHN) redujeron la germinación en Brassica nigra. Del mismo modo, 

Gubbins et al., (2011), informaron que AgNPs a 160 mg L-1 con diámetro 

de 29,2±10,9 nm y 93,52±48,6 nm y citrato como  estabilizador podrían 

inhibir el crecimiento de Lemna minor. AgNPs a 100, 125 y 150 mg L-1 con 

diámetro de 10 a 20 nm y citrato como estabilizador en medio MS tienen 

efectos inhibidores sobre el crecimiento de las plántulas de trigo (Razzaq 

et al., 2016). Homaee y Ehsanpour (2015), en Solanum tuberosum 

informaron que 2 mg L-1 de AgNPs con diámetro de 20 nm y 

polivinilpirrolidona (PVP) como estabilizador, (US Investigación 

nanomateriales, Inc. Houston, TX EE.UU.) mejoraron parámetros de 

crecimiento tales como peso seco, longitud de la raíz y el área foliar. Sin 

embargo, las AgNPs mostraron toxicidad a los 10 y 20 mg L-1 de 

concentración. 

Diferentes hipótesis podrían explicar el aumento en el número de brotes y 

longitud, la primera esta relacionada con el aumento en la acumulación de 

nutrientes. La segunda hipótesis, propuesta por Yin et al., (2012), sugiere 

que el daño inducido por AgNPs puede causar la pérdida de 

gravitropismo en las raíces a través de la interrupción del transporte de 

auxinas. Uno de los efectos de las auxinas está relacionado con la 

dominancia apical, en el que la pérdida de la dominancia apical favorece 

el desarrollo de nuevos brotes (Acosta-Echeverría et al., 2013). 

6.2 Determinación de la acumulación de macro y micronutrientes 

 

Se encontrarón diferencias significativas (p ≤0.05) en el contenido de 

macro y micronutrientes en los tratamientos de AgNPs (Cuadro 5). El N y 

Mg se acumularon en cantidades más altas cuando las plantas fueron 

expuestas a 50, 100 y 200 mg L-1 de AgNPs.  K y Ca no mostraron 

diferencia significativa entre los tratamientos.  
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Cuadro 5. Efecto de las AgNPs sobre la absorción de macro y micro nutrientes en ápices de vainilla (V. planifolia) en medio MS 

semisólido. 

AgNPs 

(mg L
-1

) 

MACRONUTRIENTES (% de peso seco) MICRONUTRIENTES (mg/kg) 

N P K Ca Mg Fe Cu Zn Mn B 

0 1.58±0.21
b 

0.05±0.00
a 

1.09±0.49
a 

0.56±0.06
a 

0.16±0.00
b 

134.07±8.12
a 

20.75±0.14
a 

71.29±14.67
a 

156.04±11.52
a 

14.24±3.60
a 

25 1.63±0.21
b 

0.05±0.01
a 

0.82±0.32
a 

0.45±0.08
a 

0.17±0.00
b 

82.86±1.23
b 

13.30±0.21
b 

48.60±11.95
a 

131.91±14.72
a 

28.78±13.26
a 

50 5.20±0.05
a 

0.05±0.01
a 

0.71±0.28
a 

0.57±0.07
a 

0.19±0.01
a 

84.41±2.54
b 

12.88±0.03
b 

43.29±13.34
a 

140.18±26.38
a 

28.52±13.53
a 

100 5.72±0.12
a 

0.05±0.00
a 

0.73±0.24
a 

0.53±0.08
a 

0.19±0.02
a 

78.95±2.28
bc 

12.75±0.72
b 

51.54±16.51
a 

114.03±12.20
a 

36.18±18.73
a 

200 5.73±0.09
a 

0.07±0.00
a 

0.71±0.26
a 

0.41±0.04
a 

0.19±0.00
a 

61.06±5.16
c 

12.49±0.68
b 

50.21±14.63
a 

127.56±14.71
a 

30.73±15.18
a 

*Los valores representan la media ± EE (Error Estándar). Medias con diferente letra dentro de la columna son significativamente diferentes (Tukey, p ≤0.05), a los 

45 días de cultivo in vitro. 
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Se encontró una disminución en el contenido de Fe y Cu cuando los 

brotes fueron  tratados con AgNPs. Las concentraciones de Zn, Mn y B no 

mostraron diferencia significativa entre los tratamientos. Los brotes de 

vainilla cultivados en medios de cultivo con AgNPs acumulan una mayor 

cantidad de N y Mg, en comparación con el tratamiento control.  

El nitrógeno es un componente de muchas moléculas importantes, 

incluyendo proteínas, ácidos nucleicos, ciertas hormonas (por ejemplo, 

indol-3-acético; citoquinina), y clorofila (Hopkins y Huner, 2004). La mayor 

proporción de Mg se encuentra en la fracción de porfirina de la molécula 

de clorofila, pero también se requiere para estabilizar la estructura de 

ribosoma y está implicado como un activador para numerosas enzimas. El 

magnesio es crítico para las reacciones que implican ATP, donde actúa 

para enlazar la molécula de ATP al sitio activo de la enzima. El Mg es 

también un activador para carboxilasa ribulosa-bisfosfato y 

fosfoenolpiruvato carboxilasa, dos enzimas críticas en la fijación de 

carbono fotosintético (Hopkins y Huner, 2004).  

Por otro lado, el Fe está relacionado con dos funciones importantes en la 

planta, que es parte del grupo catalítico para muchas enzimas redox y se 

requiere para la síntesis de clorofila. El Fe es también un componente de 

varias enzimas oxidasas, tales como la catalasa y la peroxidasa (Hopkins 

y Huner, 2004). Juntos, N, Mg y Fe están asociados a la biosíntesis de la 

clorofila, molécula vital para la fotosíntesis durante el desarrollo. Hierro y 

Cu fueron los únicos micronutrientes con una reducción en los brotes 

causados por el tratamiento con AgNPs. El cobre (Cu) es un 

micronutriente esencial que se requiere para el crecimiento y desarrollo 

de plantas normales (Li et al., 2015). Es un componente vital implicado en 

diversos procesos, incluyendo las reacciones de transferencia de 

electrones de la respiración y la fotosíntesis o la eliminación de los 

radicales superóxido (Adrees et al., 2015).  
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A nivel celular, el Cu juega un papel importante en la señalización de la 

transcripción, maquinaria tráfico de proteínas, fosforilación oxidativa, y la 

movilización de hierro, (Da Costa y Sharma, 2016). Esto podría explicar 

por qué las plantas tuvieron un menor crecimiento a altas concentraciones 

de AgNPs, las AgNPs podrían bloquear el transporte de nutrientes por 

competencia de los transportadores ionicos. A la fecha, no hay suficiente 

información para formar una idea clara de como las AgNPs podrían 

afectar a la captación de macro y microelementos. Zuverza-Mena et al., 

(2016) sugieren que es posible que las AgNPs bloquean físicamente la 

vía de difusión o los canales para la absorción activa.  

Los brotes obtenidos en este experimento no mostraron diferencias 

significativas en el contenido de P, K, Ca, Zn y Mn. Esto puede ser debido 

a la inmovilización de los macro y micronutrientes en los medios de cultivo 

o, alternativamente, son menos requeridos durante el metabolismo estrés. 

Martínez-Fernández et al., (2016), en Helianthus annuus en cultivo 

hidropónico, encontraron que la aplicación de 100 mg L-1 de 

nanopartículas de óxido de hierro redujó las concentraciones de los 

macronutrientes Ca, K, Mg y S en comparación con las plantas del 

tratamiento control. Jhanzab et al., (2015), en Triticum aestivum a 

diferentes concentraciones de AgNPs, encontraron que 25 mg L-1 AgNPs 

mejora de forma significativa los atributos de crecimiento y rendimiento, la 

absorción de N, P y K y la eficiencia en el uso de nutrientes, mientras que 

la concentración de 75 mg L-1 resulto en una disminución en el 

rendimiento de grano. 

Por lo tanto, los efectos positivos y negativos en la multiplicación y 

acumulación de macro y micronutrientes dependen de la especie vegetal 

y de las características fisicoquímicas de las AgNPs empleadas en las 

diferentes fases de la micropropagación. En particular las AgNPs de 

Argovit™ a bajas concentraciones no afecta la aumulacion de la mayoría 

de los nutrientes, excepto Cu y Fe. 
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6.3 Evaluación del estrés oxidativo 

 

Se encontraron diferencias significativas (p ≤0.05) en el contenido de 

Compuestos Fenolicos Totales (TPC), Capacidad Antioxidante (ORAC), 

Especies Reactivas a Oxígeno (ROS) y Perioxidación Lipídica (LP-MDA) 

en brotes de vainilla obtenidos en los diferentes tratamientos con AgNPs 

(Cuadro 6). Brotes de vainilla cultivados en medio con 25 y 50 mg L-1 de 

AgNPs tuvieron un aumento significativo en el contenido de TPC. El más 

alto ORAC se produjo en el tratamiento de 50 mg L-1 de AgNPs, seguido 

de 25 mg L-1, mientras que el más bajo se produjo en el tratamiento con 

concentraciones de 200 mg L-1 de AgNPs. Para ROS y la generación de 

LP-MDA, los resultados muestran que ambos indicadores aumentaron 

significativamente cuando la concentración AgNPs en el medio de cultivo 

aumentó. Los valores más altos de estos indicadores se observaron a 

concentraciones de 100 y 200 mg L-1 de AgNPs.  

Rani et al., (2016), en Eichhornia crassipes (Mart) Solms, observaron un 

aumento cuantitativo en el contenido de fenoles totales en el tratamiento 

con 10 mg L-1 de AgNPs con diámetro de <100 nm y polivinilpirrolidona 

(PVP) como estabilizador, (proporcionado por Sigma-Aldrich, St. Louis 

MO EE.UU.) y observaron un aumento de la actividad de la enzima SOD 

en las plantas tratadas con una concentración <10 mg L-1 de AgNPs. 

Según Yasur y Rani (2013), las AgNPs pueden generar ROS y la planta 

revierte este efecto mediante el aumento de la producción de compuestos 

fenólicos con alta actividad antioxidante. Los resultados obtenidos en este 

trabajo sugieren que los brotes de vainilla son capaces de aumentar su 

producción de compuestos fenólicos para tratar de contrarrestar la 

producción de ROS producido por AgNPs hasta la dosis de 50 mg L-1. Sin 

embargo, se observó que a altas concentraciones de AgNPs (100 y 200 

mg L-1), el contenido de compuestos fenólicos totales y capacidad 

antioxidante disminuyo significativamente, mientras que la producción de 

ROS aumentó. 
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Cuadro 6. Efecto de las AgNPs sobre la formación de Compuestos Fenólicos 

Totales,  Capacidad Antioxidante, Especies Reactivas a Oxígeno y Peroxidación 

de Lípidos en  vainilla (V. planifolia) en medio MS semisólido. 

AgNPs
1
 

(mg L
-1

) 
TPC

2 

(mg  GAE g
-1

 DW*) 
ORAC

3
 

(mmol TE g
-1

 DW*) 
ROS

4 

(MFI) 
LP-MDA

4 

(nmol g
-1

DW*) 

0 83.52±0.91b 1595±15.83d 0.126±0.01a 348.00±09.98a 

25 153.87±1.21a 2367.44±26.15b 0.125±0.07a 351.23±09.63a 

50 154.03±1.72a 2588.12±31.77a 0.637±0.09b 412.51±13.32b 

100 97.49±1.12ab 1872.42±19.23c 0.832±0.16c 709.31±19.27c 

200 53.79±0.74c 1321.21±15.13e 0.921±0.19cd 933.67±21.31d 

1 
Concentración de AgNPs en Medio de cultivo MS semisólido, cuantificado en miligramos por 

litro de medio de cultivo MS (mg L
-1

). 
2 

Compuestos Fenolicos Totales, expresado como 
miligramos de Acido Galico Equivalentes por gramo (mg GAE g

-1
).

3 
Capacidad Antioxidante, 

cuantificado por Capacidad de Absorbancia del Radical Oxígeno (ORAC) expresado como 
Equivalentes Trolox por gramo (TE g

-1
). 

4 
Especies Reactivas a Oxígeno cuantificado por ensayo 

de Peroxido de Hidrogeno, expresado como Intensidad Media de Fluorescencia (MFI).
5
 

Perioxidación Lipídica cuantificado por ensayo de Malondialdehído (MDA), expresado como 
nanomol por gramo (nmol g

-1
).

*
DW, peso seco. Los valores representan la media±EE (Error 

Estándar). Medias con diferente letra dentro de la columna son significativamente diferentes 
(Tukey, p ≤0.05), a los 45 días de cultivo in vitro. 

Estos resultados demuestran  que las AgNPs en altas concentraciones 

(>50 mg L-1) inhiben la producción de compuestos fenólicos y capacidad 

antioxidante, favoreciendo de este modo el aumento de ROS, las 

concentraciones de 25 y 50 mg L-1 son las adecuadas para utilizar en la 

multipliación debido a que la planta tiene la capacidad de compensar el 

estrés generado con la generación de compuesto fenólicos. Según López-

Moreno et al., (2016), informaron que un aumento de ROS en el interior 

de las membranas celulares se debe a factores ambientales que inducen 

estrés a la planta. Los metales pesados aumentan ROS dentro de las 

membranas celulares provocando daños considerables e interrumpen la 

actividad normal de las células de las plantas.  



 

46 
 

Esta respuesta se puede atribuir a la acumulación de AgNPs en tejidos de 

plantas que podrían inducir una respuesta de estrés oxidativo. Este hecho 

probablemente causa una disminución en el número y longitud de brotes, 

debido a que una mayor concentración de especies reactivas del oxígeno 

induce la apoptosis. Este efecto también tiene un impacto en la apariencia 

macroscópica de tejido de la hoja, como se muestra en la Figura 6. 

En Solanum tuberosum, Homaee y Ehsanpour (2015), encontraron que la 

aplicación de 2 mg L-1 de AgNPs con diámetro de 20 nm y 

polivinilpirrolidona (PVP) como estabilizador, (US Investigación 

Nanomateriales, Inc. Houston, TX EE.UU.) disminuye longitud de brotes. 

Los síntomas más prominentes de la generación de estrés oxidativo en la 

membrana biológica se puede observar debido a la peroxidación de los 

lípidos (Rajeshwari et al., 2016). Por lo tanto, los ácidos grasos pueden 

seguir convirtiéndose en peróxidos de lípidos tóxicos por el radical 

hidroperoxilo, y de este modo, destruir las membranas biológicas (Kumari 

et al., 2011). En este estudio la peroxidación de lípidos aumentó 

significativamente cuando se eleva la concentración AgNPs, lo que indica 

que la producción de ROS causado por AgNPs es capaz de aumentar la 

peroxidación lipídica. La planta contrarresta este efecto mediante la 

inducción de la producción de compuestos fenólicos; sin embargo, a altas 

concentraciones de AgNPs (100 y 200 mg L-1), la producción de ROS es 

tan alta que es probable que desestabiliza la membrana celular y causa la 

muerte celular, inhibiendo el crecimiento. En un estudio realizado por 

Nair, (2015), sobre la germinación de Vigna radiata L. en la presencia de 

20 y 50 mg L-1 de AgNPs con tamaño de partículas de plata de 20 nm, 

citrato y fosfato como estabilizadores, (Ted Pella Inc. De Redding, CA, 

EE.UU.), demostró que cuanto mayor es la concentración de AgNPs en el 

medio de cultivo, mayor es la producción de ROS en los tejidos de la 

planta. 
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6.4 Evaluación  de la citotoxicidad y genotoxicidad de diferentes 

concentraciones de AgNPs  

 

Los efectos de las AgNPs sobre el número de hojas, longitud del tallo, 

número de raíces y longitud de raíces durante la fase de elongación y 

enraizamiento se presentan en el Cuadro 7.  

Cuadro 7. Efecto de las AgNPs sobre la elongación y enraizamiento 

de vainilla (V. planifolia) en medio MS semisólido. 

AgNPs 

(mg L
-1

) 

Número de 

hojas 

Longitud 

de tallo  

(cm) 

Numero de 

raíces 

Longitud 

de raíces 

(cm) 

0 4.60±0.30
a

 7.60±0.56
a

 4.40±0.26
a

 5.30±0.23
ab

 

25 3.50±0.22
ab

 7.80±0.64
a

 3.90±0.37
ab

 5.10±0.14
ab

 

50 3.90±0.27
ab

 6.60±0.56
ab

  3.80±0.32
ab

 5.77±0.19
a

 

100 3.30±0.33
ab

 5.90±0.34
ab

 2.90±0.23
b

 4.89±0.19
b

 

200 3.00±0.47
b

 5.30±0.26
b

 2.70±0.33
b

 3.67±0.28
c

 

*Los valores representan la media±EE (Error Estándar). Medias con diferente letra 

dentro de la columna son significativamente diferentes (Tukey, p ≤0.05), a los 45 días 

de cultivo in vitro. 

 

Las AgNPs mostraron una disminución significativa en el número de hojas 

(3.00±0.47), longitud de tallo (5.30±0.26), número de raíces (2.70±0.33) y 

longitud de raíces (3.67±0.28) para la dosis de 200 mg L-1 de AgNPs 

seguido de 100, 50 y 25 mg L-1 de AgNPs, un aumento significativo en la 

longitud de raíces se registro en la dosis de 50 mg L-1(Figura 7). 

Las AgNPs inducen cambios significativos a nivel fisiológico y molecular 

afectando el crecimiento de las plantas (Razzaq et al., 2016). De acuerdo 

con lo reportado por Krishnaraj et al., (2012), en Bacopa monnieri las 

AgNPs no tuvieron efectos tóxicos graves en bajas concentraciones y 

promovieron el crecimiento en la germinación. Najafi y Jamei, (2014), en 

Vigna radiata encontraron un aumento significativo en el peso fresco de 
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los brotes, altura de la planta y peso fresco de la raíz en respuesta a 50 

mg L-1 de AgNPs. 

 

Figura 7. Efecto de las AgNPs sobre ápices de vainilla (V. planifolia) en 
medio MS semisólido a los 45 días de cultivo in vitro. Dosis  de izquierda 
a derecha  0, 25, 50, 100 y 200 mg L-1 de AgNPs. Barra= 2 cm. 

 

Un efecto desfavorable de las AgNPs en el crecimiento en medio MS 

podría ser debido a una menor disponibilidad de algunos nutrientes, como 

fue descrito en el análisis nutricional. En concentraciones altas de 

nanopartículas metálicas hay mayor acumulación en raíces y brotes 

(Adhikari et al., 2013), dando lugar a efectos tóxicos inducidos por estres 

(Atha et al., 2012). Las AgNPs redujeron el peso seco de la planta de 

arroz según lo reportado por Mirzajani et al., (2013). Se ha reportado por 

(Lee et al., 2012; Yin et al., 2011), respectivamente, una disminución en el 

crecimiento de las raíces de Phaseolous radiatus y Sorghum bicolor 

cuando las plantas fueron expuestas a 40 mg L-1 de AgNPs con tamaño 
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de partícula de 5-25 nm y citrato como estabilizador, (provisto por ABC 

Nanotech Daejeon, KOR), también una diminución en la longitud de la 

raíz y biomasa de Lolium multiflorum cuando se exponen a 40 mg L-1 de 

AgNPs con tamaño de partícula de 6-25 nm y goma arábiga como 

estabilizador. Otros estudios han reportado efectos inhibitorios de las 

AgNPs a concentraciones que van desde 0.2-10 mg L-1 con diámetro de 

6-10 nm y citrato y goma arábiga como estabilizadores, (proveedor 

Shanghai Huzheng Nanotechnology Co., Ltd. AGS-WMB1000C, CHN) 

(Jiang et al., 2012; Qian et al., 2013).  

En la presente investigación, tambien estudiamos el efecto citotóxico y 

genotóxico de las AgNPs sobre los meristemos apicales de las raíces de 

V. planifolia utilizando el Índice Mitótico (IM), Aberraciones Cromosomales 

(AC) y la inducción de micronúcleos (Mn) como criterios de evaluación 

toxicológicos. El IM fue utilizado para determinar el porcentaje de división 

celular. Se observó que el IM disminuyó significativamente cuando 

incrementaron las concentraciones de AgNPs, el mayor porcentaje de IM 

(88.21±0.48%) se registro en 0 mg L-1 de AgNPs seguido de 

(81.52±1.06% y 77.15±1.28%) para  25 y 50 mg L-1 de AgNPs, 

respectivamente. El menor porcentaje de IM (33.53±1.91%) se registro en 

200 mg L-1 de AgNPs (Cuadro 8). Una evaluación cuantitativa de la 

distribución de estas aberraciones demostró significativamente que los 

micronúcleos son mas frecuentes a 200 mg L-1 de AgNPs. Por lo tanto, la 

frecuencia de micronúleos fue dependiente de la concentración. El 

porcentaje de AC aumentó significativamente cuando se incremento la 

concentración de AgNPs. Porcentajes bajos de AC (0.03±0.0%, 

0.18±0.06%) para  0, 25, mg L-1 de AgNPs, respectivamente  y el mayor 

(6.90±0.22%) para 200 mg L-1 de AgNPs (Cuadro 8). El análisis de la 

metafase en los meristemos apicales de las raíces de V. planifolia reveló 

diferentes tipos de ACs, las cuales consistieron en fragmentos 

cromosomales, células con puentes, células binucleadas, y micronúcleos 

(Figura 8).  
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Cuadro 8. Efecto de las AgNPs sobre el Índice Mitótico (IM%) y Aberraciones Cromosomales (AC%) en 

meristemos apicales de raíz de vainilla (V. planifolia) en medio MS semisólido. 

AgNPs 
(mg L

-1
) 

IM (%) 

Aberraciones Cromosomales (AC)  

Total  

 
Células 

con 

Puente 

Fragmentos 

cromosomales 

Células 

binucleadas 
(BN) 

Micronúcleos 
(Mn) 

0 88.21±0.48a 0.03 0 0 0 0.03±0.0d 

25 81.52±1.06b 0.10 0.08 0 0 0.18±0.06d 

50 77.15±1.28b 0.30 0.50 0.17 0 0.97±0.03c 

100 60.35±0.90c 1.5 1.0 0.16 1.5 4.16±0.17b 

200 33.53±1.91d 1.5 1.4 1.0 3.0 6.90±0.22a 

*Los valores representan la media ± EE (Error Estándar). Medias con diferente letra dentro de la columna son significativamente 

diferentes (Tukey, p ≤0.05), a los 45 días de cultivo in vitro. n=3000.  
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Figura 8. Aberraciones cromosomales y nucleares observadas en células 
del meristemo apical de la raíz de vainilla (V. planifolia)  en medio MS 
semisólido expuestas a dosis elevadas de AgNPs a los 45 días de cultivo. 
A-D) células con micronúcleo,  E-F) célula binucleada, G-I) anafase con 
fragmento cromosomal, J-K) célula en telofase con laggard, L) célula en 
anafase con puente. Barra = 10µm. 
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Los resultados demuestran que la exposición de las raíces de V. planifolia 

a concentraciones elevadas (100 y 200 mg L-1) de AgNPs causa 

citotoxicidad y genotoxicidad.  Hubo una inhibición del Índice Mitótico (IM) 

dependiente de la concentración, el cual indica el potencial citotóxico de 

las AgNPs en V. planifolia. El IM representa el número de células en 

división y esto representa el crecimiento, por lo tanto, cualquier 

disminución en el IM conduce a la reducción del crecimiento (Patlolla et 

al., 2012). Efectos similares sobre el IM son descritos por Kumari et al., 

2011 para nanopartículas de Oxído de Zinc (ZnONPs) en Allium cepa. El 

decremento de la actividad mitótica probablemente indica el efecto 

mitodepresivo de las AgNPs, esto puede interferir con el desarrollo normal 

de la mitosis, previniendo así a un número de células de iniciar la profase 

y bloquear el ciclo mitotico. Ademas, durante la interfase inhiben la 

síntesis de ADN/proteína (Elghamery et al., 2000). La alta frecuencia de 

aberraciones cromosomales inducidas por las AgNPs tales como células 

con puente, fragmentos cromosomales, células binucleadas y 

micronúcleos reflejan principalmente sus efectos sobre el huso mitótico, 

alterando la orientación de los cromosomas en las diversas etapas del 

ciclo celular (Tanti et al., 2012). Las células con micronúcleos (Mn) 

podrían haber sido el resultado del deterioro del huso y/o del cromosoma. 

El grupo de Tubulina-SH, que es el principal responsable de organizar la 

formación del huso podría ser el objetivo para el ion Ag+ o la unión de las 

AgNPs (Panda et al., 2011). 

Todavia no es claro como las AgNPs afectarán diferentes especies de 

plantas en términos de elongación y enraizamiento. Factores como 

tamaño, concentración y tipo de estabilizador usado; así como diferencias 

genéticas entres las especies pueden contibuir a resultados 

contrastantes. Sin embargo, comparar la elongación y el enraizamiento 

ofrece un acercamiento más amplio a la fitotoxicidad de las AgNPs. Se 

necesita de pruebas estandarizadas que puedan elucidar estos 

mecanismos. 



 

53 
 

6.5 Inducción de Hormésis por AgNPs en V. planifolia  

 

Según Poschenrieder et al., (2013), recomiendan que el término hormésis 

sea utilizado en la toxicología de plantas como un término descriptivo 

para la fase estimulatoria en curvas de respuesta de crecimiento que es 

inducido por bajas concentraciones de iones metálicos tóxicos sin 

evidencia de mecanismos subyacentes. Los efectos positivos de la 

hormésis sugieren cambios metabólicos en las células y el organismo 

para adaptarse o prepararse para un daño de magnitud mayor 

posteriormente a las amenazas externas del entorno (Wiegant et al., 

2011; Stark, 2012). La hormésis se entiende cada vez más como una 

respuesta dinámica de adaptación o plasticidad biológica de un sistema 

vivo complejo a nivel de todo el organismo a un tipo de estrés leve y de 

diferentes categorías (Calabrese, 2013). Calabrese y Mattson (2011), han 

utilizado el término hormésis como una estimación cuantitativa de la 

plasticidad biológica debido a la adaptación a través de la activación de 

las defensas por señalización cruzada. Otros investigadores han 

propuesto que los organismos expuestos a destiempo de forma 

intermitente a estímulos horméticos podrían cambiar y dar forma a la 

expresión epigenética hacia una mayor capacidad de resistencia frente a 

factores de estrés de mayor intensidad, la enfermedad y su 

envejecimiento (Vaiserman, 2011; Stark, 2012).  

Se ha afirmado que las bajas concentraciones de metales tóxicos inducen 

efectos horméticos a través de los mecanismos de defensa a estrés que 

las plantas activan (Poschenrieder et al., 2013). Las paredes celulares 

vegetales funcionan como tamices naturales, y las AgNPs tienen que 

penetrar las paredes celulares y membranas plasmáticas de las capas de 

la epidermis en las raíces para entrar en los tejidos vasculares (xilema) 

con el fin de ser captadas y translocadas a través de los tallos de las 

hojas (Dietz y Herth, 2011).  
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El tamaño de poro de las paredes celulares de las plantas esta 

generalmente en el rango de unos pocos nanómetros (Carpita et al., 

1979). Esto puede explicar en parte por qué las AgNPs con tamaño de 

35±15 nm tienen efectos sobre las variables evaluadas. Se sabe que el 

tamaño y la forma de las nanopartículas metálicas influyen en su química, 

y propiedades térmicas y ópticas (El- Sayed, 2001). Por lo tanto, el 

tamaño y otras características importantes también podrían modificar las 

propiedades biológicas de las nanopartículas. En este estudio, las AgNPs 

tuvieron efecto sobre el desarrollo, la acumulación de nutrientes, el 

contenido de antioxidantes y la generación de ROS. Los resultados 

muestran una relación entre el número de brotes y longitud con actividad 

antioxidante promovida por la aplicación de diferentes concentraciones de 

AgNPs. Por lo tanto, el efecto observado en la fase de multiplicación de 

brotes como respuesta hormética puede explicarse por el siguiente 

mecanismo: el aumento de la producción y longitud de brotes a 50 mg L-1 

de AgNPs es probablemente debido a la acumulación de N y Mg, una 

respuesta observada en todas las concentraciones evaluadas AgNPs. 

Además, a 50 y 100 mg L-1 de AgNPs, el estrés oxidativo aumentó, pero 

se compensa con la alta capacidad antioxidante, lo que resulta en la 

producción intensiva de brotes. Por último, a una concentración de 200 

mg L-1 de AgNPs, el estrés oxidativo siguió aumentando mientras que la 

capacidad antioxidante se redujo, lo que lleva a la reducción en el número 

y longitud de brotes. Además, en este estudio la concentración de AgNPs, 

la polivinilpirrolidona (PVP) como estabilizador y la concentración de plata 

metálica (3.0 mg L-1 de concentración) son mencionados, lo que permitirá 

futuras comparaciones en las actividades biológicas por cada 1 mg de 

componente activo (plata metálica). La concentración de plata metálica 

puede cambiar drásticamente dependiendo del tipo de AgNPs. Por 

ejemplo, en nuestro caso la concentración de plata metálica representa 

sólo el 5% en peso, mientras que el contenido de PVP es 95 % en peso 

de la concentración total de AgNPs. 
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VII. CONCLUSIONES 

 

 Este estudio mostró que la aplicación de 50 mg L-1 de AgNPs (3,0 

mg L-1 concentración de plata metálica) redujo la contaminación 

con respuesta hormética en el crecimiento y la diferenciación.  

 Las AgNPs tienen efecto sobre la acumulación de nutrientes, el 

metabolismo de los antioxidantes y la generación de ROS.  

 El contenido de N y Mg en los brotes aumentó significativamente 

(de 300 y 118%, respectivamente) apartir de 50 mg L-1 de AgNPs 

afectando positivamente la multiplicación, mientras que Fe y Cu 

disminuyeron considerablemente.  

 El estrés oxidativo causado por los AgNPs aumentó la producción 

de ROS y la peroxidación lipídica. Como un mecanismo de 

respuesta, la capacidad antioxidante también se incrementó, hasta 

los 50 mg L-1 de concentración. A partir de esta concentración de 

AgNPs, la capacidad antioxidante disminuye afectando 

negativamente el metabolismo y la multiplicación.  

 Se demostraron los efectos citotóxicos y genotóxicos de las AgNPs 

en V. planifolia en las concentraciones de 100 a 200 mg L-1. 

Debido al aumento de diferentes Aberraciones Cromosómicas y 

disminución en el Índice Mitótico afectando negativamente la etapa 

de elongación y enraizamiento.  

 Este es el primer estudio sobre el efecto de AgNPs en la 

regeneración in vitro de una especie vegetal que se notifica la 

concentración de plata metálica de las AgNPs utilizadas. En base a 

los resultados obtenidos se recomienda utilizar hasta 50 mg L-1 de 

AgNPs (Argovit™) en la micropropagación por sus efectos 

microbicidas y horméticos. Este trabajo abre amplias perspectivas 

para la aplicación de este tipo de AgNPs en Cultivo de Tejidos 

Vegetales. 
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