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Resumen

La aplicacién de la nanotecnologia en el sector agroalimentario es uno de los campos de mas
rapido crecimiento en la nano-investigacion. Innovar y generar tecnologia para producir la
cantidad y la calidad de alimentos suficientes para alimentar a una poblacion mundial en rapido
crecimiento de los tiempos modernos, siempre serd el mayor desafio. Con la Nanotecnologia se
abre un amplio abanico de oportunidades en la biotecnologia de las plantas. Se muestran sus
efectos en la desinfeccion de las superficies de los explantes, formacién de callos, organogénesis,
crecimiento de brotes in vitro, enraizamiento, produccion de metabolitos, variacibn somaclonal,
transformacién genética, cultivo de células. Se espera que esta revision critica pueda
proporcionar la informacibn basica sobre los antecedentes en la investigacion
nanobiotecnoldgica, que permita avanzar con la experimentacion en las aplicaciones de las
nanoparticulas en este campo.
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Abstract

The application of nanotechnology in the agri-food sector is one of the fastest growing fields of
nano-research. Innovating and generating technology to produce sufficient quantity and quality of
food to feed a rapidly growing world population in modern times will always be the greatest
challenge. Nanotechnology opens up a wide range of opportunities in plant biotechnology. Its
effects on explant surface disinfection, callus formation, organogenesis, in vitro shoot growth,
rooting, metabolite production, somaclonal variation, genetic transformation, cell culture are
shown. It is hoped that this critical review can provide the basic background information on
nanobiotechnological research, which will allow to move forward with experimentation on
nanoparticle applications in this field.
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Introduccién

El cultivo de tejidos vegetales consiste en el crecimiento de células vegetales o partes de plantas
en un medio nutriente en un entorno controlado, estéril y simulado. Es una técnica importante
tanto para areas béasicas como aplicadas de la biologia vegetal, como citologia, embriogénesis,
morfogénesis, nutricién, patologia y conservacion de germoplasma, manipulaciéon genética,
propagacion clonar a gran escala y produccion de plantas libres de patdgenos y metabolitos Utiles
(Kim et al., 2017).

Un protocolo de regeneracion de plantas eficiente es obligatorio para la transformacion genética
y la propagacién masiva. El éxito del cultivo de plantas in vitro depende de varios factores, como
el genotipo, el estado fisiolégico de las plantas donantes, el tipo de explantes, los métodos de
desinfeccion de la superficie, el medio de cultivo, los reguladores del crecimiento de las plantas,
el tamafio de los recipientes de cultivo, la calidad espectral, intensidad de luz, fotoperiodo y
temperatura. La composicion del medio de cultivo influye fuertemente en el potencial
morfogenético de los explantes.

El medio de cultivo generalmente consiste en macro y micronutrientes minerales, suplementos
organicos, aminoacidos, vitaminas, fuentes de carbono, reguladores del crecimiento de las
plantas y agentes solidificantes. La optimizacion de los elementos minerales en el medio de
cultivo mejora el crecimiento y la morfogénesis de los explantes; también mejora la proliferacion
celular, la organogénesis, la embriogénesis somatica, la calidad de los brotes y el contenido de
compuestos bioactivos en cultivos de células y érganos (Thorpe, 2014).

La "Nano-Era” inicié a finales de la década de los 90, cuando Richard Feynman (diciembre de
1959) dio una charla en una de las reuniones anuales de la American Physical Society en Caltech,
sentando las bases conceptuales para el campo ahora llamado nanotecnologia. En los Estados
Unidos, la Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (National Nanothecnology Initiative), creada al
principio de los 2000, ha coordinado la investigacion y desarrollo de nanotecnologia. Desde
entonces el nimero de nanomateriales (NMs) basados en carbdn y metales han sido producidos
y actualmente utilizados en muchos campos. Comiunmente cuando se habla de nanomateriales
se refieren a objetos pequefios con una o mas dimensiones externas en el rango entre 1-100 nm
(Zuverza-Mena et al., 2016).

La nanotecnologia bombardea todos los ambitos de la vida y todas las disciplinas de la ciencia,
ya sea biologia, quimica, fisica, ingenieria, medicina o biotecnologia para crear nuevos materiales
gue tienen propiedades Unicas porgue sus estructuras se determinan en la escala nanométrica.
Algunos de estos materiales ya se han introducido en productos de consumo, como filtros solares
y pinturas y textiles resistentes a las manchas. Otros estan siendo investigados intensamente
para encontrar soluciones a los mayores problemas de la humanidad: enfermedades, energia
limpia, agua limpia y un medio ambiente mas limpio (Vasyukova et al., 2021; Kokina y
Plaksenkova, 2022).

Algunas de las aplicaciones notables de los nanomateriales incluyen: cosméticos (por ejemplo,
lociones de proteccion solar con propiedades de absorcion de radiacion). Materiales
nanocompuestos y nanotubos como filtros reforzados para mejorar las propiedades mecanicas
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de los nanocompuestos e impartir nuevas propiedades (dpticas, electrénicas, etc.). Nanocoatings,
donde se puede usar un nanémetro de espesor de un nanomaterial para mejorar propiedades
como el desgaste y la resistencia a los arafiazos, propiedades optoelectrénicas y propiedades
hidrofébicas. Herramientas de corte duro que utilizan hanocompuestos de metal como el carburo
de tungsteno, carburo de tantalio y carburo de titanio, que han mejorado el desgaste y la
resistencia a la erosion, y duran mas que sus materiales a granel convencionales. También la
realizacion de pantallas, utilizando nanotubos de carbono como dispositivos de emision para
monitores y televisores (FED: pantallas de emision) (Avalos et al., 2013).

Ademas, de baterias ligeras de alta densidad de energia; aditivos para combustibles y materiales
cataliticamente eficientes; nanoesferas como lubricantes; materiales magnéticos a nanoescala
en dispositivos de almacenamiento de datos; membranas nanoestructuradas para la purificacion
del agua; y por dltimo, pero no menos importante, los insumos en nanoelectrénica,
nanobiotecnologia y nanomedicina (Kim et al., 2017).

En revistas de biotecnologia sobre la aplicacion de las nanoparticulas en cultivos de tejidos
vegetales, no hubo revisiones consolidadas sobre este tema. Esta revision resume los logros
actuales con respecto al uso de nanoparticulas (NP) en el cultivo de tejidos vegetales. Se
presentan los hitos logrados en la eliminacién de la contaminacion microbiana en cultivos de
plantas, formacién de callos, organogénesis, embriogénesis somatica, variaciéon somaclonal,
transformacion genética y produccibn de metabolitos a través de la introduccion de
nanomateriales. La necesidad de incorporar mas de los hanomateriales de la nueva era, como
las buckybolitas de grafito y carbono y la posibilidad de crear nanoambientes para el cultivo
efectivo de tejidos vegetales se especula en la seccién de prospectos futuros.

Logros nanotecnol6gicos en la Agricultura

Hay numerosos informes que indican aportes positivos de la nanotecnologia en la agricultura
actual. Las nanoparticulas (NP) se han utilizado ampliamente para mejorar la germinacién de las
semillas, mejorar el crecimiento y el rendimiento de las plantas, permitir la modificacion genética
de las plantas, mejorar la produccién de compuestos bioactivos y lograr la proteccion de las
plantas (Wang et al., 2016). En el tratamiento de semillas de tomate con diéxido de silicio (SiO2),
las NP aumentaron el porcentaje de germinacion de semillas y el crecimiento de las plantulas. La
aplicacion de nano-fertilizantes de hierro y magnesio mejoré significativamente el nimero de
semillas por vainay el contenido de proteina de semilla en guisantes de ojo negro. Los mesoporos
de silice taponeados con nanoparticulas de oro entregaron ADN en los protoplastos, células y
hojas de tabaco. El tratamiento de plantulas de regaliz con éxido de cobre (CuO) y 6xido de zinc
(ZnO) incremento el contenido de antocianinas, avonoides, glicirricina, compuestos fendlicos y
taninos.

Segun Kim et al. (2017) las nanoparticulas de silice-plata poseen actividad antimicrobiana contra
varios patégenos de plantas. Se encontr6 que la aplicacion de NP de silice-plata a plantas
infectadas de calabacin verde es util para el control del mildii en polvo. Estudios recientes han
demostrado que la desinfeccion de la superficie de los explantes con NP reduce
significativamente la contaminacion microbiana en varias plantas.
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Los nanomateriales hacia la formacion de callos, organogénesis, crecimiento de brotes y
enraizamiento.

Varios estudios han mostrado efectos positivos de las NPs en la induccién de callos, la
regeneracion de brotes y el crecimiento. En Brassica nigra, la adicién de NPs ZnO (500-1500 mg
L) al medio de cultivo Murashige-Skoog (1962) (MS) inhibié significativamente la germinacion
de las semillas. En presencia de NPs ZnO, las longitudes de los brotes y las raices se afectaron
significativamente. Por otro lado, el crecimiento de los explantes de vastago de B. nigra en medio
MS que contiene 1-20 mg Lt NPs ZnO dio lugar a la formacién de raices (Zafar et al., 2016). Al
respecto Kumar et al. (2013) informaron que la incorporacién de NPs Au en el medio basal MS
mejord el porcentaje de germinacién de semillas y crecimiento de plantulas en Arabidopsis
thaliana.

La longitud de la vaina y el niumero de semillas fueron mayores en las plantas tratadas con 10 mg
ml* NPs Au. El tratamiento con NPs Au mejoré la actividad de la enzima antioxidante y llevé a
una disminucién en la expresion de microRNAs (miR398 y miR408) en A. thaliana. Estas
variaciones fisioldgicas y moleculares podrian ser responsables de los efectos beneficiosos de
las NPs Au. La inclusiéon de 5 mg L NPs de sulfato de cobre (NPs CuSQJ) en el medio MS
aumento significativamente la longitud del brote (52% sobre el control), la longitud de la raiz (21%
sobre el control) y el peso fresco (39% sobre el control) de plantulas de Verbena bipinnatifida
Nutt. (Genady et al., 2016).

La adicion de 0,5 mg L' NPs Cu y 0,8 mg L"*NPs Co al medio de cultivo MS modificado aumenté
el niumero de brotes, la longitud de brotes in vitro y el enraizamiento en Mentha longifolia
(Talankova-Sereda et al., 2016). La frecuencia mas alta de la formacion de brotes (89.6%) se
obtuvo cuando los explantes nodales de Stevia rebaudiana se cultivaron en medio de cultivo MS
modificado con 1 mg L't NPs ZnO.

En el caso del tomate (Solanum lycopersicum), se logré el crecimiento de callos y regeneraciéon
de plantas un medio de cultivo que contenia 15 mg L't NPs ZnO y 3,0 g L't NaCl. Las NPs ZnO
mitigaron los efectos de NaCl al aumentar las enzimas antioxidantes como GPX y SOD (Alharby
et al., 2016). En Solanum nigrum, la frecuencia de formacién de callos (89%) y el peso fresco del
callo (4,67 g por explante de hoja) se incrementaron en medio de cultivo MS aumentado con 5
mg L* 6-bencilaminopurina (6-BAP), 3 mg L* acido naftalenacético (ANA) y 8 mg L NPs Ag
(Ewais et al., 2015). También, Ghorbanpour y Hadian (2015) investigaron el efecto de los
nanotubos de carbono de paredes multiples (25-500 mg mL™?) en la induccién de callos de
explantes de hojas de la planta medicinal Satureja khuzestanica. El crecimiento del callo mejor6
significativamente en el medio de cultivo B5 con 25-50 mg mL™. Sin embargo, la presencia de
nanotubos de carbono de paredes miltiples en 100-500 mg mL? disminuy6 la biomasa del callo
en esta especie.

Segun sefialaron Siddiqui et al. (2015) la incorporacién de 100 mg mL* de nanotubos de carbono
de paredes mudiltiples a un medio de cultivo que contenia 1 mg L 2,4-D aumenté el crecimiento
de callos de los explantes de tabaco (Nicotiana tabacum) (64% de aumento sobre el control). El
tratamiento con nanotubos de carbono mejor6 el crecimiento del callo mediante la regulacién
positiva de los genes involucrados en la divisién celular (CycB), la extensién de la pared celular
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(NtLRX1) y el transporte de agua (NtPIP1). Sin embargo, el tratamiento con nanotubos de
carbono (10-600 mg L) disminuy® la viabilidad celular y el peso seco en Arabidopsis. De manera
similar, la adicion de nanotubos de carbono a los cultivos en suspension de células de arroz
(Oryza sativa) disminuyo la viabilidad celular. La presencia de NPs de carbono en el medio de
cultivo MS redujo la frecuencia de la induccién del callo en Linum usitatissimum. También,
informaron Poborilova et al. (2013) la adiciéon de NPs Al,O3; (10-100 mg mL™?) a los cultivos en
suspension de células de tabaco (Nicotiana tabacum) disminuyé significativamente la viabilidad
celular a través de la generacion de oxigeno reactivo (ROS) y especies de nitrégeno (RNS).

Segun (Liu et al., 2017) la Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. se utiliz6 como planta modelo para
investigar la respuesta bioquimica y molecular tras la exposicion conjunta a nanoparticulas de
tetraciclina (TC) y 6xido de titanio (NP de TiO;). Los resultados mostraron que 1 mg L* de TC
redujo gravemente la biomasa de A. thaliana en un 33,3 % en comparacion con el control; sin
embargo, la presencia de 50 y 100 mg/L de NP de TiO; alivio6 la toxicidad del TC, aumentando la
biomasa fresca en un 45% y un 28%, respectivamente, en relacion con el tratamiento con TC
solo. La presencia de TC disminuyé notablemente la acumulacion de Ti tanto en brotes como en
raices. La actividad de las enzimas antioxidantes, incluida la superdxido dismutasa (SOD), la
catalasa (CAT), la ascorbato peroxidasa (APX) y la peroxidasa (POD), en los tejidos del brote y
la raiz de A. thaliana indicaron que la TC aumenté significativamente la actividad de los
eliminadores de especies reactivas de oxigeno (ROS). . Sin embargo, en los tratamientos de
coexposicion, las NP de TiO; redujeron la actividad de la enzima antioxidante a los niveles de
control.

También, en explantes in vitro de banano (Musa sp.), la mayor frecuencia de embriogénesis
somatica se observé en medio de cultivo MS suplementado con 100 mg L NPs Zn seguidos de
NPs ZnO. La longitud de los brotes y raices in vitro también aumentaron al agregar ambas NPs
a igual medio de cultivo. Sin embargo, las concentraciones mas altas disminuyeron el crecimiento
del callo y aumentaron la actividad de la enzima antioxidante (Helaly et al., 2014)

Por su parte, Anwaar et al., (2016) informaron que la adicion de NPs CuO (15-20 mg L%)
incrementd la organogénesis en los cultivares de arroz (Oryza sativa). En Daucus carota, la
proliferaciéon celular y el nimero de embriones somaticos disminuyeron en el medio de cultivo MS
que contiene Fez04. Se ha informado que las NPs TiO» pueden jugar un papel similar a los
reguladores del crecimiento de las plantas (PGR) como la citoquinina y el acido giberélico. El
namero y tamafio de callos aumentaron cuando los embriones maduros de cebada (Hordeum
vulgare) se cultivaron en medio de cultivo con 20 mg L* &cido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) y
60 mg mlI* NPs TiO; (Kokina y Plaksenkova, 2022).

En el caso de la especie Linum usitatissimum (Kokina et al., 2013) prepararon polvo de 6-BAP
(6-bencilaminopurina) cubierto con NPs Au y NPs Ag y lo agregaron al medio de cultivo. Los
segmentos del tallo se cultivaron en medio de cultivo MS con 1 mg L*2,4-D mas 1 mg L™ BAP o
1 mg L Au BAP 0 Ag BAP. La inclusién de NPs Au y NPs Ag en el medio de cultivo MS aument6
la embriogénesis (70% y 50%, respectivamente). Estos autores confirmaron la deposicion de las
NPs en las células y plantearon la hipétesis de que las plantas toman activamente los reguladores
del crecimiento (RC) y las NPs de metales se transportan junto con los RC. Sin embargo, el
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mecanismo real a través del cual las NPs Au incrementaron la embriogénesis soméatica aun no
esté claro y necesita mas investigacion.

Ademas, Fazal et al. (2016) estudiaron los efectos de las NPs Au y NPs Ag individualmente o en
combinacion sobre la proliferacion de callos en Prunella vulgaris. Las NPs Ag (30 mg L?), Ag —
Au (1:2) y Ag — Au (2:1) en combinaciéon con la auxina ANA (2,0 mg L) aumentaron la
proliferacion de callos (100%) en comparacion con el control (95%). La mayor biomasa se obtuvo
cuando el medio de cultivo se aumentd con NPs Au.

Por lo tanto, de todas estas investigaciones se puede concluir que la adicion de NPs a un medio
de cultivo de tejido vegetal afecta la proliferacién de callos, la multiplicacion de brotes, la
embriogénesis somatica y el enraizamiento. Al alterar estas las actividades de las enzimas
antioxidantes, la expresion de genes, la inhibicién de la produccion de etileno y la produccién de
ROS. Sin embargo, los mecanismos reales de los efectos promotores o inhibidores de las NPs
en cada parametro deben investigarse en detalle.

Los efectos de varias NPs de metal y 6xido de metal en las plantas estan bien documentados in
vivo; tales NPs se pueden usar para promover o mejorar el potencial morfogenético de los
explantes obtenidos de diferentes especies de plantas. La influencia de diferentes
concentraciones y combinaciones de NPs en varios medios de cultivo (establecimiento,
multiplicacién de brotes y enraizamiento) también merece una evaluacion, con el fin de obtener
una comprensién clara de los mecanismos subyacentes detras del papel de las NPs en el cultivo
de tejidos de plantas.

Efecto de los nanomateriales en la transformacion genética

Los métodos de transformacion por electroporacion y bombardeo de particulas (directo) y
mediado por Agro-bacterium (indirecto) se utilizan para suministrar un gen extrafio a las células,
tejidos y 6rganos de las plantas. La técnica de electroporacion ha sido ampliamente utilizada para
transferir genes a protoplastos. Sin embargo, el aislamiento y la regeneracion de protoplastos no
es tan facil. Al respecto Bansod et al., (2015) informaron que la incorporacién de 10 mg L™* NPs
Ag en el buzén de incubacion de hojas mejoré el rendimiento de protoplastos viables en el tabaco
(Nicotiana tabacum). Esto es util para minimizar el dafio causado por las enzimas celuloliticas
durante el aislamiento de protoplastos y la mejora de los costos (que es otra limitacibn mas en el
aislamiento de protoplastos). También, Torney et al. (2007) demostraron que las NPs Si
mesoporosas podrian usarse para administrar ADN en protoplastos de tabaco (Nicotiana
tabacum) mediante endocitosis; las NPs, el ADN y los productos quimicos de silice mesoporosa
con casquillo de oro se administraron en el callo y se fueron con un arma biolistica.

Ademas, Vijayakumar et al. (2010) sefialaron que las NPs Au soportadas por carbono entregaron
ADN mas eficientemente en Nicotiana tabacum, Oryza sativa y Leucaena leucocephala en
comparacion con las particulas regulares de oro usando una pistola de genes. Las cantidades de
oro y pldsmido presentes en los NPs Au soportados en carbono fueron 4 y 3 veces menores,
respectivamente, en comparacion con las particulas de oro micrometersized comerciales.
Ademas, el dafio celular de la planta es minimo y, por lo tanto, la regeneracion de la planta y la
frecuencia de transformacion aumentan. En la transformacion mediada por Agrobacterium, se
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han utilizado antibiéticos como la carbenicilina, la cefotaxima, la rifamicina y la timentina para
eliminar las bacterias después del co-cultivo. Sin embargo, sus efectos fitotoxicos en los explantes
afectaron el potencial de regeneracién y la estabilidad genética de las plantulas regeneradas.

En relacion con lo anterior, Sarmast y Salehi (2016) informaron que el crecimiento de A.
rhizogenes y A. tumefaciens se suprimié completamente en medio LB que contenia 10 mg ml?
NPsAg. Estos autores también demostraron que la adicion de NPs Ag al medio de cultivo
eliminaron con éxito las bacterias después del co-cultivo durante la transformacion genética
mediada por Agrobacterium de T. undulata y tabaco (Nicotiana tabacum). Otras NPs requieren
pruebas adicionales para proporcionar evidencia de que eliminan Agrobacterium en las células,
tejidos y 6rganos de varias plantas luego del co-cultivo.

Pasupathy et al. (2008) desarrollaron un nuevo método de administracion de genes en plantas
utilizando dendrimeros de poli (amidoamina). Los autores alcanzaron con éxito transferir el ADN
plasmidico que codifica la proteina fluorescente verde (GFP) a las células de césped. La eficacia
de transfeccion se mejor6é ain mas optimizando el pH del medio de cultivo y la relacion molar del
dendrimero al ADN plasmidico. También, Nagvi et al. (2012) utilizaron NPs de fosfato de calcio
(CaP) para administrar el plasmido pCambia 1301 que alberga el gen GUS en Brassica juncea.
La mejor eficacia de transformacion se observé con NPs CaP (80.7%), seguido de Agrobacterium
tumefaciens (54.4%) y ADN control (8%).

También, Ardekani et al. (2014) informaron que las NPs CaP permitieron la transferencia del
plasmido pBI121 que albergaba el gen GFP en células de tabaco (Nicotiana tabacum). Se han
usado NPs mesoporosos de silice para suministrar ADN plasmidico a protoplastos de tabaco y
raices intactas de Arabidopsis. Las NPs magnéticas de Au pueden entregar ADN plasmidico a
las células y protoplastos de plantas de canola (Brassica napus) y zanahoria (Daucus carota). La
administracién de genes mediada por NPs en plantas tiene una gran importancia en la nano-
biotecnologia (Soumya et al., 2023). Se requiere investigacion adicional para estudiar los efectos
de diferentes NPs en la manipulacién genética de varias especies de plantas.

La influencia de los nanomateriales en la variacién somaclonal

Los cambios observados en 6rganos y plantulas desarrollados in vitro se denominan variacion
somaclonal. Generalmente se asocia con cambios en el nimero de cromosomas, la estructura
cromosoémica, la secuencia de ADN, la metilacién del ADN, el cruce mitético y la activacién de
elementos transponibles. La variacion somaclonal tiene ventajas y desventajas en el cultivo de
tejidos de plantas. Las variantes poseen varias caracteristicas Utiles como el tamafio de la planta,
el color mas oscuro, la variabilidad de la hoja, la maduracién de la fruta, la produccién de
metabolitos secundarios y la resistencia a los estreses biéticos y abidticos. Varios estudios han
demostrado la fitotoxicidad de las NPs aplicadas principalmente a niveles mas altos. Los
tratamientos de NPs afectan el indice mitético y la integridad del ADN, alteran la expresién de la
proteina y el ADN en las plantas. El nivel de ploidia en callos de la especie L. usitatissimum se
afecto significativamente en el medio de cultivo MS que contenia NPs C. La suplementacién de
NPs C mejoré el nUmero de células tetraploides. El nivel de metilacion del ADN también fue mayor
en los callos cultivados en medio de cultivo con NPs C (Kim et al., 2017; Kokina y Plaksenkova,
2022).
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Al respecto Kokina et al. (2017) investigaron los efectos de las NPs Au y NPs Ag sobre la variacion
somaclonal en L. usitatissimum. La ocurrencia de variacion somaclonal fue mayor en los brotes
tanto de callos como los regenerantes que crecieron en medios de cultivo que contenian NPs Au
gue en NPs Ag. También, Ewais et al. (2015) informaron que la adicion de NPs Ag al medio de
cultivo indujo variaciones en la morfologia y anatomia de los callos al alterar la proteina y el perfil
de ADN en Solanum nigrum. Se requieren continuar las investigaciones para determinar los
efectos de una amplia gama de NPs para mejorar la variacion somaclonal.

Influencia de los nanometriales en los metabolitos secundarios

Las plantas son una fuente rica de diversos metabolitos secundarios bioactivos, que desempefian
un papel importante en la supervivencia de las mismas en sus respectivos entornos. Se ha
demostrado que el cultivo in vitro de células y 6rganos de plantas es ventajoso para la produccion
de metabolitos secundarios. El contenido de compuestos secundarios en cultivos de células y
o6rganos se mejord significativamente al optimizar la composicién del medio de cultivo, la
incorporacién de precursores, elicitores y proporcionar condiciones de cultivo apropiadas. Las
NPs afiadidas al medio de cultivo in vitro actian como una fuente de nutrientes y un elicitor (Kim
et al., 2017; Holghoomi y Colagar, 2024).

Por su parte, Poborilova et al. (2013) sefialaron que la adicion de NPs Al,Os (10-100 mg mL?) a
los cultivos en suspension de células de tabaco (Nicotiana tabacum) aumentd significativamente
el contenido fendlico. La acumulacion de compuestos fendlicos en las células dependié de la
dosis y del tiempo de exposicion. También, Hashim y Aseel Salih (2014) informaron que el
contenido de aceite esencial en cultivo de callos de Calendula officinalis L. se incrementé en gran
medida en el medio de cultivo MS modificado con 0,3 mg L' NPs Ag. La presencia de NPs TiO,
(4,5 0 6,0 mg L) aument6 significativamente el contenido de acido galico, acido clorogénico,
acido o-cumarico, acido tanico y acido cinamico en callos embriogénicos de Cicer arietinum. La
aplicacion de NPs Au y NPs Ag (1:3) indujeron la acumulacién méaxima de compuestos fendlicos
totales y de flavonoides en los cultivos de callos de Prunella vulgaris.

Por otra parte Syu et al. (2014) refirieron que la forma de las NPs Ag desempefia un papel
importante en la produccion de antocianinas en Arabidopsis. El tratamiento con NPs Ag esféricas
resulté en los niveles mas altos de acumulacién de antocianinas en las plantulas. Los brotes de
Vainilla planifolia cultivados en medio de cultivo MS suplementado con 25 y 50 mg L NPs Ag
mostraron un aumento significativo en el contenido fendlico total. También, Chamani et al. (2015)
informaron la acumulaciéon de compuestos bioactivos especificos en Lilium ledebourii y su
dependencia sobre la concentracion de NPs ZnO en el medio de cultivo MS. El mayor contenido
de onoavonoides, fenoles y antocianinas se obtuvo en medio de cultivo complementado con 25,
75y 100 mg L** NPs ZnO, respectivamente. La acumulacién de glucésidos de esteviol en los
cultivos de brotes de S. rebaudiana se increment6 significativamente en el medio de cultivo MS f
con 1 mg L ZnO. Ademas, el contenido total de flavonoides y fendlicos también aumenté con el
tratamiento con ZnO. Sin embargo, las concentraciones mas altas de ZnO llevaron a una
disminucion en la produccién de metabolitos secundarios debido a los efectos fitotdxicos de ZnO.
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Ademas, Desai et al. (2015) sefalaron que la adicion de 50-1000 mg L NPs Zn disminuyé la
produccion de estevidsido en cultivos de brotes in vitro de la especie Stevia rebaudiana. Segun
informaron Ghorbanpour y Hadian (2015) el contenido de fendlicos totales en las plantas in vitro
de Verbena bipinnati se multiplicaron por dos cuando se cultivaron en medio de cultivo MS que
contenia 5 mM de NPs CuSOa. La aplicacion de NPs Cu y NPs Co incrementaron el contenido
de aceite esencial en Mentha longifolia en 2,23 y 2.19%, respectivamente. En los cultivos foliares
de la especie S. khuzestanica, la incorporacién de nanotubos de carbono de paredes multiples
en el medio de cultivo B5 (25 0 50 mg mL™) proporcioné un crecimiento maximo del callo, mientras
gue el mayor contenido de fendmicos, flavonoides, acido rosmarinico y acido cafeico se obtuvo
en medio de cultivo con 100 o 250 mg mL* estos nanotubos de carbono

También, Zhang et al. (2013) investigaron el potencial de obtencién de NPs Ag en el aumento del
contenido de artemisinina en cultivos de raices adventicias de Artemisia annua. La produccion de
artemisinina mostré un aumento de 3,9 veces cuando los cultivos se trataron con 900 mg L2 NPs
Ag durante 3 dias. De manera similar, el mayor contenido de artemisinina (aumento de 2,2 veces
sobre el control) se obtuvo en cultivos de suspension celular de A. annua con 24 mg de
tratamiento con 5 mg L NPs Co. Estos autores concluyeron que el tratamiento con NPs Co
aumento el contenido de artemisinina como resultado de la regulacion negativa de los genes SQS
y DBR2.

Por su parte Shakeran et al. (2015) sefalaron los efectos del AgNOs y NPs Ag en la produccion
de atropina en cultivos de raices pilosas del arbusto Datura metel. Los cultivos de raices pilosas
se expusieron a inductores durante 12, 24 y 48 h. Entre los inductores estudiados, las NPs Ag
fueron los més efectivas para mejorar el contenido de atropina en las raices pilosas.

Ademas, Raei et al. (2014) informaron que las células de suspension de Aloe vera que interactian
con 0,625 mg Lt NPs Ag 0 120 mg L™* NPs TiO; durante 48 h exhibieron un contenido de aloina
significativamente mayor. El mayor contenido de aloina se obtuvo después del tratamiento con
NPs TiO,. También, Bhat y Bhat (2016) refirieron que la adicion de NPs Ag a 3 mg L* a una
suspension de células de Capsicum frutescens aumentd el contenido de capsaicina
aproximadamente 2 veces. El tratamiento de un cultivo en suspension de células de Corylus
avellana con 5 mg L't NPs Ag aumenté significativamente la produccién de taxol. Sin embargo, el
tratamiento con 2,5y 10 mg L'* NPs Ag redujo el potencial de produccion de taxol de las células
a 60 y 56% del control, respectivamente. Segun sefialaron Moharrami et al. (2017) las NPs Fe
(450-3600 mg L) tuvieron potencial para aumentar el contenido de hiosciamina y escopolamina
en cultivos de raices pilosas de Hyoscyamus reticulatus. La exposicién de los cultivos de raices
pilosas a 900 mg Lt NPs Fe durante 24 hy 450 mg L* NPs Fe durante 48 h aumenté la produccién
de hiosciamina y escopolamina.

Todos los estudios mencionados anteriormente confirman la posibilidad de que las NPs se
empleen como inductoras exitosas y prometedoras de compuestos bioactivos en cultivos de
células y 6rganos de plantas. Se necesitan estudios adicionales para evaluar el potencial de
obtencion de varias otras NPs en la produccion de metabolitos secundarios en cultivos de tejidos
vegetales y los mecanismos correspondientes.

Entrada de nanoparticulas para desinfeccion superficial de explantes.
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La contaminacion microbiana es un problema grave cuando se trata del cultivo de tejidos
vegetales. La misma puede extinguir todo el proceso y la eficiencia del sistema de propagacion
incluso antes de la inicializacién. Los explantes y el entorno de laboratorio utilizado son las fuentes
de contaminantes. Por lo general, los diversos érganos recolectados de plantas cultivadas en el
campo o en el invernadero se esterilizan en la superficie antes del establecimiento de cultivos in
vitro. Sin embargo, en muchos casos, esto ha resultado ser inadecuado y, por lo tanto, muchos
experimentos se han arruinado, lo que ha llevado a una pérdida de mano de obra y tiempo (Kim
et al., 2017).

La desinfeccion de la superficie de los explantes es un paso importante antes del inicio del cultivo
in vitro porque los microorganismos crecen mas rapido en el medio de cultivo de tejidos que los
explantes, y pueden afectar seriamente el inicio del cultivo. Varios agentes esterilizantes, como
bromo, agua (BW), hipoclorito de calcio (CaClO), etanol (EtOH), perdxido de hidrégeno (H20,),
hipoclorito de sodio (NaClO), cloruro de mercurio (HgCly), nitrato de plata (AgNOs3), antibidticos y
fungicidas estan en uso para obtener explantes estériles.

Segun Kim et al. (2017) la concentraciéon de los desinfectantes y el tiempo de exposicion a
menudo afectan la calidad de los explantes. Ademas, la eliminacién de bacterias enddgenas es
a menudo muy desafiante y, por lo tanto, se incluyen varios antibiéticos y nitrato de plata (AgNOs)
en el medio de cultivo para matar a las bacterias o prevenir el crecimiento bacteriano. Sin
embargo, se ha reportado que los antibiéticos generan fitotoxicidad en las células, tejidos y cultivo
de 6rganos en diversas especies de plantas. Algunos agentes desinfectantes incluso no han
logrado eliminar los contaminantes en los explantes y en su lugar, han afectado profundamente
la organogénesis debido a su fitotoxicidad.

Se demostré que las NPs de metales y de 6xidos metalicos son utiles para la eliminacion de
diversos microorganismos. Una amplia gama de NPs como la plata (Ag), el 6xido de aluminio
(Al.O3), 6xido de cobre (CuO), el 6xido de hierro (Fesz0.), el oro (Au), el 6xido de magnesio (MgO),
el niquel (Ni), el silicio (Si), el éxido de silicio (SiO>), el éxido de titanio (TiO,) y el 6xido de zinc
(ZnO) poseen actividades antimicrobianas contra diversos microorganismos (Kokina y
Plaksenkova, 2022).

La propiedad antibacteriana de las NPs no es un tema nuevo; es uno de los logros mas
establecidos y mejor estudiados de las nanotecnologias, siendo los mas famosos las NPs de Ag,
TiO2 y de ZnO. La efectividad de las NPs en la eliminacion de contaminantes microbianos en
cultivos de tejidos de plantas depende de sus dimensiones, tamafio, distribucién y tipo.

Aplicacion y efectos de las nanoparticulas de plata

Siddiqui et al. (2015) estudiaron los efectos de la sintesis biologica de las nanos de plata en
crecimiento de Bacopa monnieri, y demostraron que esa sintesis tuvo efecto sobre la germinacion
in vitro de semillas y en la induccion de proteina y carbohidratos y la disminucién del contenido
total de fenol y la actividad de la peroxidasa. Las nanos de plata incrementaron el perfil de
crecimiento (longitud de las raices, area foliar) y los atributos bioquimicos (clorofila, carbohidratos
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y contenido de proteinas, enzimas antioxidantes) de Brassica juncea, frijol comun (Phaseolus
vulgaris) y maiz (Zea mays). También, Gruyer et al. (2014) informaron que las nanos de plata
tuvieron efecto positivos y negativos en la elongacion de las raices dependiendo de la especie.
Mientras que la longitud de las raices fue incrementada en la cebada (Hordeum vulgare), pero
fue inhibida en la lechuga (Lactuca sativa).

Ademas, Syu et al. (2014) sefialaron los efectos de tres morfologias diferentes de las NPs Ag,
incluidos los decaédricos (45 + 5 nm), esféricos (8 £ 2 nm) y triangulares (47 = 7 nm), sobre el
crecimiento de las plantulas, la expresion génica y los cambios fisiolégicos en Arabidopsis. El
crecimiento de la raiz mejoré cuando las plantulas se trataron con NPs Ag ya sea triangulares o
decaédricas, mientras que no se detectd después del tratamiento esférico de NPs Ag. Se informo
que el tratamiento con NPs Ag altera el contenido de enzimas antioxidantes y la expresion de
genes que estan involucrados en la biosintesis de auxina, acido abscisico y etileno.

También, Kim etal. (2017) emplearon nanoparticulas de plata (NPs Ag), para controlar la
contaminaciéon bacteriana en Valeriana officinalis. Los explantes de un solo nudo obtenidos de
plantas cultivadas en invernadero se desinfectaron superficialmente con EtOH al 70% durante 1
min, Clorox al 10% durante 1 min y luego 100 mg L** de NPs Ag durante 180 min; este proceso
resulté en 89% de cultivos libres de contaminacién. Ademas, el tratamiento con NPs Ag no afect6
la multiplicacion de brotes in vitro y el posterior enraizamiento. De manera similar, el tratamiento
del capullos inmaduros de Gerbera jamesonii con 1,5% de NaOCI durante 10 minutos y 200 mg
L't NPs Ag durante 15 minutos eliminé todos los contaminantes y no mostré efectos adversos en
la organogénesis. Explantes de hoja de Vitis vinifera cultivares “Farkhi”, "Khoshnave™ y "Rashe”
fueron descontaminados con éxito con 95% de EtOH durante 30 s, y 1000 mg Lt NPs Ag durante
20 min.

Al respecto, Mahna et al. (2013) refirieron al efecto del tratamiento con NPs Ag en la desinfeccion
de la superficie de semillas de Arabidopsis, hojas de papa (Solanum tuberosum L.) y cotiledones
de tomate (Solanum lycopersicum L.). Estos autores sefialaron que el tratamiento de los
explantes con 100 mg L** NPs Ag durante 1 o 5 min fue ideal para descontaminar (100%) las
semillas, hojas o cotiledones, y este tratamiento no tuvo efectos secundarios en la viabilidad del
explante. Sin embargo, la germinacién de las semillas y la supervivencia de las hojas y los
cotiledones se redujeron cuando se trataron con concentraciones mas altas de NPs Ag.

La eliminacion de microorganismos en cultivos in vitro es un gran desafio cuando se trata de
plantas lefiosas. Los meristemos y brotes obtenidos de plantas de olivo (Olea europea L.) de 9
afos de edad se trataron con EtOH al 70% durante 1 min, seguido de Clorox al 10% durante 10
min, y esto produjo un 51,4% de cultivo sin contaminacioén. El tratamiento de los explantes en 100
mg L NPs Ag durante 60 minutos después de la exposicién a EtOH y Clorox evité completamente
la contaminacion, pero solo supervivieron unos pocos explantes in vitro.

Por otro lado, el empleo de NPs Ag (4 mg L) en el medio de cultivo controlé adecuadamente los
contaminantes internos en los explantes de olivo (Olea europea L.) y no se observaron efectos
negativos en los explantes y su crecimiento (Rostami y Shahsavar, 2009).También, Sarmast et
al. (2011) informaron que la esterilizacion de explantes de Araucaria excelsa seguida de una
inmersién en 200 mg L de NPs Ag durante 180 min redujo la tasa de contaminacién del 61,5 al
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11,3%. La inclusién de 400 mg L* de NPs Ag en el medio de cultivo redujo la contaminacién de
81,25 a 18,75%. De manera similar, la aplicacién de 100 y 150 mg L* NPs Ag, tanto por inmersién
como por adicién al medio MS, redujo significativamente la contaminacion interna y externa en
portainjertos de GN15 (Garfi x Nemared’ (Prunus dulcis (Mill) D.A.Webb x Prunus persica L.
Batsch.)

Ademas, Kim et al. (2012) utilizaron diferentes nanoparticulas de plata para lograr la desinfeccion
en diferentes medios de cultivo. Los medios de cultivo fueron tratados con diferentes
concentraciones (10, 25, 50 y 100 mg L) de nanos de plata en placas de Petri. El medio de
cultivo con las NPs Ag fue incubado a temperatura ambiente. Después de 48 horas de incubacion
tapones de agar que contenian hongos fueron inoculados simultaneamente en cada placa de
Petri que contenia nanos de plata seguida por una incubacion por 14 dias. En la mayoria de los
casos la mayor inhibicién de crecimiento flngico fue registrada en el tratamiento con 100 mg L.
La mayoria de los hongos mastraron inhibicidn de crecimiento con el incremento del tiempo de
incubacién, y la inhibicion mostro patrones similares para cada tipo de medio de cultivo.

También, Spinoso-Castillo et al. (2017) informaron sobre el efecto antimicrobiano y hormético de
nanoparticulas de plata en la multiplicacion in vitro de vainilla (Vanilla planifolia) usando Sistemas
de Inmersién Temporal, a los que se les adicion6 el nanoproducto Agrovit-CP®. Se le afiadi6 al
medio de cultivo cinco concentraciones del nanoproducto 0, 25, 50, 100 y 200 mg L* durante 25
dias. Respecto a la contaminacién se logré6 un control de bacterias y hongos ya que los
tratamientos con 50, 100 y 200 mg L no se observé contaminacién mientras en en los
tratamientos 0 y 25 mg L se obtuvieron porcentajes de 16,66 y 8,33% de contaminacion
respectivamente. En cuanto al efecto horméticos, el mayor nimero de brotes in vitro se obtuvo
en medio de cultivo con 25 0 50 mg L* NPs Ag, con valores de 14,33 y 14,89 respectivamente,
mientras que el nimero mas bajo de brotes (4,55) se observé en medio de cultivo MS con 200
mg L de NPs Ag .También, es esta especie Pastelin-Solano et al. (2020) sefialaron el efecto
positivo de esta NPs en la propagacion in vitro via organogénesis. Los resultados sugirieron que
el uso de NPs Ag puede ser una alternativa eficaz para reducir la contaminacién durante el
establecimiento in vitro y promover el desarrollo durante la propagacion de V. planifolia in vitro.

Segun informaron Cabrera y lvan (2018) al realizar un estudio con 4 concentraciones de NPs Ag
en medio de cultivo MS, en la fase de establecimiento in vitro en mora de castilla (Rubus glaucus)
para determinar el efecto antimicrobiano de las NPsAg. También, se evalu6 el efecto hormético
en las tres fases de la propagacion in vitro via organogénesis, establecimiento, multiplicacion y
enraizamiento. Las concentraciones fueron: 0, 25, 50, 75, 100 mg L*; en un medio de cultivo MS
al 50% de concentracién de sus sales y vitaminas, con 0,5 mg L de 6-BAP, 0,1 mg L? de
acidoindol-3-acético (AlA), 15 g L de sacarosa y 0,6% de agar agar, con pH de 5,8 y tratamiento
en autoclave durante 15 min. Primero se esterilizd en autoclave el medio de cultivo y se dej6
enfriar en la camara de flujo laminar a 75-80°C. Posteriormente se colocaron las nanos de plata.
Las variables que se evaluaron fueron: porcentaje y presencia de la contaminacion en el medio
de cultivo, porcentaje y presencia de fenoles en el medio de cultivo, numero de brotes, altura de
brotes y numero de hojas. Cada variable fue medida 20 dias de cultivo.
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En la fase de establecimiento no se registré contaminacién por microorganismos en los
tratamientos con 50, 75y 100 mg L?, mientras que los tratamientos con 0y 25 mg L se observo
una contaminacion del 80% y del 40 % respectivamente. En cuanto a la contaminacion en la fase
de multiplicaciéon se obtuvo que en los tratamientos con 50, 75 y 100 mg L no presentaron
microorganismos, mientras que los tratamientos con 0 y 25 mg L registraron 66% y 20%
respectivamente de contaminacion. En la fase de enraizamiento no se presentd contaminacion
en los tratamientos con 50, 75 y 100 mg L*, mientras que los tratamientos con 0y 25 mg L*
presentaron 40% y 20 % de contaminacién respectivamente (Cabrera y Ivan, 2018).

El efecto hormético fue evaluado en la fase de establecimiento a los 20 dias después de
colocados en el medio de cultivo los explantes. El tratamiento con 25 mg L fue el que presentd
los mayores valores en el desarrollo de brotes in vitro con 2,2 por microestaca, con una altura del
primer y segundo brotes de 2,30 cm y 1,60 cm respectivamente. Ademas, presentd el mayor
namero de hojas con 5,6 del primer brote y 4 del segundo. Mientras que el tratamiento sin NPs
Ag desarroll6 1,4 brotes por explante, con una altura del primer brote de 1,08 cm y del segundo
brote de 0,30 cm; con un nimero de hojas del primer y segundo brote de 2,2 y 0,8.

En la fase de multiplicacién a los 90 dias de cultivo el efecto hormético fue también evaluado. El
tratamiento con 25 mg L presenté un mayor factor de multiplicaciéon de 2,60+1,3 brotes in vitro
por brotes principal, con una altura del brote principal de 4,02 cm, sin presentar diferencias
significativas con los otros tratamientos. El tratamiento sin NPs presentd los valores mas bajos
de las variables analizadas con un coeficiente de multiplicaciéon de 0,20 brotes; una altura del
brote principal de 2,64 cm y un nimero de hojas de 1,20 (Cabrera y lvan, 2018).

El efecto hormético en la fase de enraizamiento fue evaluado a los 45 dias después del trasplante
del brote in vitro resultado de la fase de multiplicacién. El tratamiento con 25 mg L* presenté
valores mas altos: 2,82 cm de altura; 23,40 en nimero de hojas; 3,40 en nimero de raices y 3,38
cm en la longitud de la primera raiz funcional. Los valores mas bajos en el desarrollo de los brotes
se observaron en el tratamiento con 0 mg L%, con una altura de 2,12 cm, numero de hojas de
15,20, numero de raices de 1,60 y una longitud de la primera raiz de 1,52 cm. En los tratamientos
con 25y 50 mg L se evidencié un 60% mas de enraizamiento en comparacién con el control.

La oxidacion fendlica en el medio de cultivo fue evaluada en la fase de establecimiento a los 20
dias de cultivo. Se evidenci6 una inhibicion en el medio de cultivo de los tratamientos con 50, 75
y 100 mg L de NPs Ag. A diferencia el tratamiento con 0 mg L™* mostré oxidacion de los fenoles
en el 100% de los envases evaluados, con un alo en el medio de cultivo de 18 cm?. También, en
el tratamiento con 25 mg L alcanzé una fenolizacién del 40% de los frascos de cultivo con un
alo menor del 33% de la superficie de los mismos. La fenolizacion en la fase de enraizamiento,
fue evaluada a los 45 dias después del trasplante de los brotes. Los tratamientos con 25, 50, 75
y 100 mg L no presentaron fenolizacién mientras que el tratamiento con 0 mg L presenté un
20%.

Ademas, se determinaron las clorofilas a, b y total en la fase de multiplicacion y enraizamiento.
Los tratamientos con 50, 75 y 100 mg L* presentaron los mayores contenidos de clorofila,
destacandose el tratamiento con 50 mg L con 34,36 ug ml* de clorofila a, 27,53 ug mi? de
clorofila b y 61,79 pg.ml* de clorofila total. Mientras que el tratamiento con 0 mg L* obtuvo los
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contenidos mas bajos de clorofila con 23,14 pug ml?* de clorofila a, 13,39 pg ml? de clorofila b y
36,53 pg mlt de clorofila total. Los tratamientos con 50, 75 y 100 mg L en la fase de
enraizamiento presentaron los mayores contenidos de clorofilas, destacandose el tratamiento con
50 mg L con 35,89 pug mlt de clorofila a. 34,98 ug ml* de b y 70,86 pg ml? de clorofila total. Sin
embargo, el tratamiento con 0 mg L* obtuvo los contenidos mas bajos con 16,58 pug ml*? de
clorofila a, 10,15 pug mlt de clorofila b y 26,73 ug ml* de clorofila total.

Por su parte, Zuverza-Mena et al. (2016) estudiaron los efectos de las nanos de plata en los
brotes in vitro de rabano (Raphanus sativus L.) crecimiento de raices, reduccién y maodificacién
en el valor nutritivo. Se cultivaron 30 semillas previamente desinfectadas y colocadas en placa
de Petri sobre papel de filtro para su germinacion. Los tratamientos consistieron en las siguientes
concentraciones: 0 (control), 125, 250 y 500 mg L* de NPs. Se calculé el porcentaje de
germinacion, germinacion relativa y variacion de la germinacion. La longitud de la raiz, de los
brotes, el contenido de agua, asi como el peso de la masa fresca y seca fue determinada en 15
plantas por tratamiento. El tratamiento con 125 mg L increment6 un 3% la germinacion, mientras
que el tratamiento con 250 y 500 mg L' redujeron la germinaciéon entre un 3 y 6%
respectivamente. Sin embargo, ningun tratamiento mostré diferencias significativas respecto al
control.

Ademas, la longitud de la raiz de las semillas expuestas al tratamiento con 500 mg L* (5,2 cm)
fue mas corta comparada con la longitud de la raiz del tratamiento con 250 mg L (7,2 cm) con
diferencias significativas. En cuanto a la elongacién de los brotes, las concentraciones de nano
redujeron significativamente la elongacién de los mismos. En cuanto a la masa seca, las plantas
en el tratamiento con 250 mg L? presentaron menos biomasa comparadas con los otros
tratamientos y el control. La reduccién fue en 10% comparado con el control, y alrededor de 7%
comparada con los otros tratamientos. El contenido de agua se vio reducido comparado con el
control. En este caso las diferencias fueron estadisticamente significativas comparadas con el
control; sin embargo, no se encontré diferencias entre los tratamientos con 250 y 500 mg L.

También, Timoteo etal. (2019) sefalaron el efecto de las nanoparticulas de plata en la
micropropagacion de Campomanesia rufa (O.Berg) Nied. Para el estudio se tomaron yemas (4
cm), las cuales fueron transferidas al medio de cultivo MS con 5,62 uM 6-BAP y 30 g L de
sacarosa. El medio de cultivo fue suplementado con diferentes concentraciones de las nanos de
plata (0,0; 0,38; 0,77; 1,54 y 15,4 mg L) o nitrato de plata a concentracién de 0,18 g L, con lo
gue corresponde a la misma concentracion usada para la sintesis de la solucién de las nanos de
plata utilizada para el estudio. También, se utilizé6 Agar 7,0 g L y el pH ajustado a 5,7, antes de
la esterilizacion en autoclave a 121°C y 1 atmosfera por 20 min.

El cultivo fue mantenido en un cuarto de crecimiento. A los 90 dias se determiné el nUmero y la
altura de los brotes in vitro, la masa fresca total de los brotes. Al realizarse el andlisis de presencia
de las nanos en el medio de cultivo estas se observaron tanto en la de menor concentracion como
en el de la mayor, indicando la presencia del ion plata en el medio usado para inducir nuevos
brotes de la planta. Los nanos presentes en el medio de cultivo fueron mas largas que las nanos
en la solucion sintetizada. La alta temperatura (121°C) de la esterilizacion promovié la
aglomeracion de las nanos, lo cual influyé en el incremento del tamafio de las mismas comparado
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con la solucién no autoclaveada de las nanos de plata. La exposicion de los segmentos nodales
a las diferentes concentraciones de nanos no afecto la brotacion de las yemas (tratamientos con
0,38; 0,77 y 1,54 mg L) comparado con las condiciones del control sin nanos de plata.

Sin embargo, en el tratamiento con 15,4 mg L* y el tratamiento de nitrato de plata se observé una
reduccién de aproximadamente 90% en el nimero de nuevos brotes. Consecuentemente con el
nuamero de brotes el total de masa fresca también se redujo un aproximado de 80% en el
tratamiento con 15,4 mg L y el tratamiento de nitrato de plata comparado con el control. No
obstante, la longitud de los brotes obtenidos no fue influenciada con la exposicién a las nanos de
plata.

Al respecto, Bello-Bello et al. (2017) evaluaron la respuesta hormético por las nanoparticulas de
plata en la multiplicacion in vitro de cafia de azlUcar (Saccharum spp.) usando Sistemas de
Inmersién Temporal (SIT), empleando el nanoproducto Agrovit-CP®. Los brotes in vitro de 3 cm
de largo, después de 3 subcultivos cada 30 dias fueron usados como explantes. Se tomaron 10
explantes de 2 brotes in vitro cada uno, los cuales fueron colocados en Biorreactores de Inmersion
Temporal (BIT) de 1 litro conteniendo 500 mL de medio de cultivo MS suplementado con 30 g L°
! de sacarosa, 1,0 mg L* de kinetina, 0,6 mg L de AIAy 0,3 mg L de 6-bencilaminopurina (6-
BAP). El medio de cultivo se esteriliz6 en autoclave por 15 min a 120°C. Después de la
esterilizacion se les afiadié las nanos de plata con las siguientes concentraciones: 0, 25, 50, 100
y 200 mg L. Para cada tratamiento fueron utilizadas 3 BIT, el experimento tuvo tres repeticiones.
Después de 30 dias de incubacion el nimero y longitud de brotes por explantes fueron tomados.

El mayor nimero de brotes y longitudes fueron obtenidos en el tratamiento con 50 mg L (nimero
de brotes de 47,28 +1,69 y la longitud de 5,55+ 0.24 cm) y en el tratamiento con 100 mg L*
(nimero de brotes de 44,90 +1,69 y la longitud de 5,41+0,25 cm), el tratamiento con 25 mg L*
(nimero de brotes de 38,90+1,61y longitud de 4,31+0,25 cm ) no tuvo efecto en las variables
evaluadas, por otro lado el tratamiento con 200 mg L (nimero de brotes de 31,97+1,30 y longitud
de 2,62+0,23 cm) causo6 una reduccion en la longitud y nimeros de brotes in vitro. Con respecto
al contenido total de fenoles se observé el aumento de los mismos en el tratamiento con 50 mg
L de nanos de plata.

También, Herndndez-Ledn et al. (2022) en cafia de azlUcar cv. C97-445 estudiaron cuatro
concentraciones de nanoparticulas de plata 9,31; 18,63, 27,95 y 37,27 mg L* solas y en
combinacion con la auxina AlA. La densidad de in6culo fue de 15 brotes in vitro, en frascos de
cultivo plasticos con 80 mL de medio de cultivo semisélido. Las concentraciones de 9,31; 18,63
y 27,95 mg L'INPs-Ag en combinacién con la auxina AlA alcanzaron un 100 % de enraizamiento
de los brotes in vitro, excepto en la mayor concentracién (37,27 mg L), en la que se redujo este
valor cerca del 20%. Sin embargo, con la concentracion de 27,95 mg L de NPs-Ag, sin la
presencia del regulador del crecimiento, se obtuvo un 100 % de plantas con raices. Las NPs-Ag
evitaron la presencia de contaminantes microbianos del tipo bacterias en el medio de cultivo.

Toxicidad y bioseguridad con el uso se las NPs

No hay duda de que los nanomateriales tienen una promesa diversa y se ha demostrado que
tienen un potencial excepcional. Sin embargo, trabajar con componentes invisibles se hace mas
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desafiante. La nhanotoxicologia es una rama de la alimentacion que ha evolucionado para registrar
los aspectos negativos de los nanomateriales. Debido a los efectos de tamafio cuantico y su gran
area de superficie a relacién de volumen, los hanomateriales tienen propiedades Unicas en
comparacion con sus contrapartes mas grandes; una de estas propiedades Unicas es una
caracteristica toxicoldgica adicional que los nanomateriales pueden poseer, a diferencia de sus
materiales a granel correspondientes. Los nanomateriales, incluso cuando estan hechos de
elementos inertes como el oro, se vuelven altamente activos en las dimensiones nanométricas.
Los estudios nanotoxicolégicos determinan si y hasta qué punto estas propiedades pueden
representar una amenaza para el medio ambiente y para los seres humanos (Avalos et al., 2013).

Los investigadores han examinado detalladamente los aspectos de toxicidad de los
nanomateriales en las plantas. Sugieren que los nanomateriales agregados al medio de cultivo
pueden conducir a efectos significativos y adversos en la viabilidad celular, la organogénesis, el
crecimiento de brotes, la germinacion de semillas, el desarrollo de plantulas y la explantacion, asi
como su supervivencia. Se cree que la fitotoxicidad de los nanomateriales depende de su
composicién quimica, concentracién, tamafio, estabilidad y tipo (Avalos etal., 2013), la
composicion del medio de cultivo, el método de aplicacion y el tipo de explante y las especies de
plantas.

Segun informaron Fayez et al. (2017) la germinacion in vitro de semillas y el crecimiento de las
plantas in vitro de alfalfa (Medicago sativa), cebada (Hordeum vulgare), maiz, arroz (Oryza
sativa), tomate y trigo (Triticum aestivum L) se vieron afectados negativamente por altas
concentraciones de nanomateriales de carbono y NPs de metal. La adicibn de NPs a la
suspension celular redujo la viabilidad de las células en alterar la expresion del acido nucleico,
inducir dafios en el ADN, aumentar la produccién de ROS, alterar la sintesis de clorofila, inducir
dafios en la membrana celular e inducir fugas de electrolitos. Hasta la fecha, no se ha evaluado
ni documentado la absorcion de NPs en las plantas. Los informes de investigacion registran sus
conclusiones basadas en la adicion de una amplia gama de concentraciones al medio de
crecimiento para investigar la fitotoxicidad de varios nanomateriales. Se ha informado que la
absorcion de NPs por los cultivos de células, tejidos y 6rganos de las plantas esta estrechamente
relacionada con la absorcién de la humedad y los nutrientes del medio.

Investigaciones realizadas sugieren que existen diversas propiedades fisico-quimicas de las
NPsAg que estan involucradas en su toxicidad intrinseca, como son principalmente el tamafio, la
superficie especifica, estado de aglomeracioén, la forma, la solubilidad y la carga superficial (Horie
et al., 2012). El tamafio es una de las propiedades mas importantes de las NPs. Muchas
publicaciones han mostrado que la toxicidad de las NPsAg depende del tamafio (Choi y Hu,
2008). Ademas, el tamafio de las NPsAg también influye en la distribucion tisular (De Jong et al.,
2008), en la penetracion dermal e intestinal (Savage et al., 2007) y en la captacién celular
(Chithrani et al., 2006). En general, mayores efectos toxicos han sido observados con las NPsAg
mas pequefias.

El tamafio y la superficie especifica de las NPs estan en estrecha relacion, ya que conforme
disminuye el tamafio de las NPsAg la superficie especifica aumenta dejando un mayor nimero
de atomos expuestos en la superficie, que estaran disponibles para las reacciones redox,

16



Revista Cuba&Cafia. Vol. 25 Nim. 2 (2024). ISSN: 1028-6527, RNPS: 0605, e-RNPS: 2258

reacciones fotoquimicas y para interacciones fisico-quimicas con las células. Ademas, puede
fomentar la disolucion de los materiales, y por tanto dar lugar a liberaciéon de iones plata (Ag+),
gue son potencialmente toxicos (Asharani et al., 2009; Kittler et al., 2010). El &rea superficial
también influye en la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs). Por ejemplo, con la
misma concentracion de NPsAg, de un tamafio de 15 nm produjeron mayores niveles de EROs
en macrofagos que NPsAg de 30 y 50 nm (Carlson et al., 2008).

En cuanto al estado de aglomeracion la estabilidad de las NPsAg también influye en la toxicidad.
Las NPs tienen una tendencia natural a formar aglomerados o agregados (Oberdorster et al.,
2005). Los aglomerados son grupos de particulas unidas mediante fuerzas relativamente débiles
de tipo van der Waals, electroestaticas o de tensién superficial, que pueden resdispersarse por
medios mecanicos. Mientras que los agregados son grupos de particulas fuertemente asociadas
cuya redispersion por medios mecanicos no resulta facil. Estos dos fendmenos pueden cambiar
el lugar de depdsito de las NPsAg en el organismo, ya que un agregado o aglomerado de NPs se
deposita en unas zonas u otras debido al distinto didmetro hidrodinamico. Ademas, también
modifica la toxicidad, ya que al ser una estructura relativamente compacta, el area superficial es
menor y por tanto la toxicidad también sera menor (Gélvez y Tanarro, 2010).

La forma también influye en la toxicidad de las NPs. Se comprobé que las formas de tridngulo
truncado son mas téxicas que las formas esféricas y alargadas, ya que contienen mas caras y
por tanto son mas reactivas (Pal et al., 2007). Siendo las esféricas las que presentan menor
toxicidad. La solubilidad en fluidos biologicos (diferentes pH, o presencia de sales) es otro
pardmetro importante. Cuando las NPs se disuelven pierden su estructura de NPs y las
propiedades toxicoldgicas especificas de estas, siguiendo entonces consideraciones
toxicolégicas similares a las de otro contaminante con efectos sistémicos (Galvez y Tanarro,
2010). La liberacién de Ag+ a partir de las NPsAg requiere mas investigaciones, ya que todavia
es dificil de interpretar si la toxicidad observada de las NPsAg se debe a las propias NPs o es
debido a la liberacién de iones Ag+.

Al respecto, Luoma (2008) sugirié que tras la ingestion de plata (no especificamente NPs) es
probable que se convierta en la forma io6nica. Existen estudios donde se han observado una
correlacion directa entre la carga superficial y la toxicidad de las NPsAg. También, El Badawy et
al. (2011) observaron que las NPsAg estabilizadas con citrato con cargas superficiales negativas
fueron menos citotdxicas que las NPsAg con cargas superficiales positivas estabilizadas con
polietilenimina ramificada.

Con la misma composicion quimica, las NPs presentan diferentes propiedades fisico-quimicas y
estas diferencias son un factor importante para la influencia celular. Por tanto, es importantisimo
realizar una caracterizacion detallada de cada una de las NPs antes de realizar cualquier otro
ensayo de toxicidad, con el fin de entender las influencias celulares exactas de cada una de ellas,
ademas de comprender y controlar la sintesis y las aplicaciones de las NPs. La caracterizacion
de las NPs se puede llevar a cabo utilizando una variedad de técnicas como por ejemplo, el
microscopio electrénico de transmisiéon (TEM) (determina el tamafio del nucleo metalico), el
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microscopio de fuerza atomica (AFM) (mide el tamafio de la NP y su distribucién), el microscopio
electronico de barrido (SEM), y por ultimo, a través de la dispersion de luz dinamica (DLS)
(determina el radio hidrodindmico, esto es, el tamafio de la NP, nucleo + corona + capa de
disolvente) (Yoosaf et al., 2007).

La composicion de las NPs se puede determinar utilizando la espectroscopia de fotoelectrones
emitidos por rayos X (XPS) (mide el estado de oxidacién del elemento metdlico), por resonancia
magnética nuclear (RMN) (determina la corona organica de las NPs), por espectrometria de
emision atémica con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (PAIl) y por ultimo, por
espectrometria de absorcion atomica (EAA), (ambas determinan la concentracion de metal).
Otras técnicas que también se podrian emplear para la caracterizaciéon de las NPs son la
espectrometria de infrarrojo (IR) y la espectrometria de ultra violeta (UV), entre otras (Liu et al.,
2013).

Conclusiones

Segun las publicaciones cientificas que citan el efecto de las NPs en el cultivo de tejidos
vegetales, no hay duda de que éstas tienen mucho que ofrecer en términos de diversos aspectos
de la biotecnologia de las plantas. Desde la primera fase de la propagacion in vitro, a través de
la desinfeccion, la multiplicacién y enraizamiento hasta la diferenciacion del callo, la
transformacién genética, la variacion somaclonal y la producciéon de metabolitos secundarios, las
NPs demuestran su papel positivo. Después de haber presentado el escenario en la actualidad,
esto es solo la punta del iceberg; la nanotecnologia tiene mas que ofrecer, y es hora de explorar
y profundizar en los nanorecursos e incorporarlos al cultivo de tejidos vegetales.

La nanobiotecnologia es un tema multidisciplinario y ofrece un alcance ilimitado en mdltiples
areas. Se informa que una amplia gama de NPs posee una potente actividad antimicrobiana, sin
embargo solo unas pocas, como las NPs Ag, NPs TiO2, NPs Zn y NPs ZnO, se han utilizado
predominantemente para controlar los contaminantes microbianos en el cultivo in vitro de tejidos
vegetales. Los estudios nanotoxicologicos para determinar hasta qué punto las NPs pueden
representar una amenaza para el medio ambiente y los seres humanos ha sido abordado en
diferentes publicaciones pero aun es un tema que necesita ser profundizado sobretodo por los
altos costos de su realizacion.
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