Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Xochimilco
Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud
Departamento de Produccién Agricola 'y Animal

Licenciatura en Agronomia

Proyecto de Servicio Social Legal

“Aislamiento y rescate de embriones de Pinus patula”

Presentador de Servicio Social
Hernandez Hernandez Marily

Matricula 2143060237

Asesores:

Interno: Dr. Antonio Flores Macias

NUmero econémico: 13174

Externo: Dr. Carlos Roméan Castillo Martinez

Cédula profesional: 2162857

Lugar de realizacion: Laboratorio de Biotecnologia. Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria en Conservacién y Mejoramiento de Ecosistemas Forestales. Fecha de
inicio y terminacion: 04 de mayo de 2018 a 04 de noviembre de 2018.



indice

L. RESUMEN ...ttt ettt st st st b e be e sbe e saeesateenteens 3
1. INTRODUGCCION........coiuietieeieeeeee et assas s ae s s asnens 4
1. MARCO TEORICO ...ttt ssnans 5
3.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA ESPECIE .....oooveieeeeeeeeeeeee e 5
3.1.1 ClasificaCion taXONOMICA .........c.erueuirieirieieieieiestee ettt 5
312 SINONIMEL ettt ettt ettt b e b e bttt b e eb e bt b et nn et e e e e s e 5
3.1.3 NOMDIES COMUNES ....viniiiiiiiteiiteie ettt 6
3.1.4  Descripcién morfoldgica (Ospina et al., 2011; INAB, 2017).....cccccevvevevrerrrenenne. 6
3.1.5 Distribucion geografica y €Col0gia........ccoouririeirieirieinieirierieseeeeeee e 6
3118 USOS ..ttt et bbbt b e e bt b h et b eaneees 7

3.2 EL CULTIVO IN VITRO COMO UNA ALTERNATIVA PARA SILVICULTURA 8
3.2.1 El cultivo in vitro de especies forestales ........covveveieeveerieiece e 8
3.2.2 Ventajas del cultivo in vitro para el sector forestal ............cccoevvvveveneeeeniciecceceeee, 8
3.2.3 TIPOS e EXPIANTE ...ttt 8
3.2.4 El aislamiento de embriones e importancia de esta tECniCa.............ecevvrereeereeerieennen. 9

V. OBUIETIVOS....cc ettt sttt et b e st e st e sbe s beesbee s st e sasesnseeteens 9
4.1 ODJELIVO GENEIAL......eeeiitieeeeiecteeee ettt ettt et e eesbe s beeaesteera e besreensenes 9
4.2 ODbjJEtIVOS PATTICUIAIES ...ttt et s b et st re e 9
V. IMETODOS ..ottt i sise sttt 10
5.1 Area de ESTUTIO .......cvueieeceeieiecieie ettt 10
5.2 DiSEA0 EXPEFIMENTAL........ccviieieieieeeece ettt sttt sre et e s s sb e beenaeeeas 10
5.3 Origen de material VEgELAl ...........coooiiiieiiciceceeeeee ettt sttt 10
5.4 Procesamiento de 1S MUESEIES. .......cc.curieirieirieireirieeseseeee e 10
5.5 Establecimiento de eMBIIONES.........cociriiiniiiniiincieeeee e 11
5.6 MONITOTEO ...ttt 11
5.7ANAIISIS ESTAISTICO ...uevieiieieieiet et 11
VI. ACTIVIDADES REALIZADAS......c ettt 12
VL IMIETAS ettt st b e st b e et e st s bt et e s besat e besheenee e 12
VI RESULTADOS ...ttt sttt sttt st et st ebte b e e e 12
6.1 Trenes de deSINFECCION .......c.covirueuiiiririce et 12
6.2 TASA GEIMUNATIVA ... .eeuieiieeieiesieeeee ettt ettt et e st et esteeseebesteeneessesneensesneeneenees 13
6.3 Crecimiento €N tall0 Y FAIZ......ccccoovirieieieceeeese e 14
IX. CONCIUSIONES ...ttt sttt 17
X. RECOMENUACIONES ...ttt 17

XI. LITERATURA CITADA ..ottt s 18



l. RESUMEN

Pinus patula Schl. & Cham es una especie forestal de mayor distribucion e interés
econdmico en la industria maderera y papelera, debido a su rapido crecimiento y alta
calidad de su madera. Cabe sefialar que, las semillas de estas coniferas son de gran
importancia al proceder de fenotipos deseables o de individuos genéticamente
modificados, por tal motivo el objetivo de este trabajo fue probar trenes de desinfeccion
que beneficien una germinacion in vitro libre de patdgenos. Ademas, es una especie con
germinacién escasa y lenta, principal causa que perjudica el proceso de regeneracién de
bosques, por ello se han buscado técnicas biotecnologicas alternativas para la propagacion
de esta especie. Por ello, se realiz6 una metodologia de aislamiento de embriones y se
compararon distintos medios de cultivo [CA (2g/L) y DCR (0.57 g/L), MS+DCR, DCR+
2,4D (1 mg/L) y MS+ 2,4D] en los que se evalud germinacion y crecimiento de tallo y
raiz; cabe mencionar que los mejores tratamientos para germinacion y crecimiento en
tallo con respecto al testigo fueron CA+DCR y MS+DCR. Por otra parte, los tratamientos
de trenes de desinfeccion de la semilla en los que se empled H202, Cl y Captan resultaron

factibles para ser utilizados en esta semilla para cultivo in-vitro.



1. INTRODUCCION

En México, las coniferas son de gran importancia ecoldgica, econémica y social. Es
importante destacar que en el pais prevalece gran diversidad de Pinus como es el caso de
pinos pifioneros, pinos alpinos (P. hartwegii y P. culminicola) y otros ubicados
principalmente en zonas tropicales como P. caribeay P. oocarpa. En general, las especies
de pinos influyen en los procesos funcionales del ecosistema como los ciclos
biogeoquimicos, hidroldgicos y los regimenes de fuego, por otra parte, fungen como
habitat y fuente de alimento para la fauna silvestre. Poseen alto valor econémico, puesto
que son fuente de madera, lefia, pulpa, resinas, semillas comestibles y otros productos.
Ademas, otorgan importantes beneficios ambientales e influyen en el clima regional
(Sanchez, 2008). Sin embargo, la deforestacion ha provocado la erosidn genética de las
especies, disminucion de mantos acuiferos, cambios de clima, pérdidas y erosion de suelo,
extincion y migracion de la fauna y otros cambios ecoldgicos y sociales (Mufioz et al.,
2010).

Pinus patula es una de las especies mayormente afectada por la cultura silvicola dedicada
a la extraccion de arboles con caracteristicas fenotipicas como rectitud de fuste, poda
natural y aquellos arboles libres de patégenos (Mendizabal, 2000). Cabe sefialar, que la
mayor parte de los estudios realizados a esta especie consisten en la evaluacion de
caracteristicas fisicas y anatomicas, al crecimiento y rendimiento, estudios
biosistematicos, entre otros, sin embargo, nuestro pais, carece de estudios enfocados en
la variacién, mejoramiento genético, conservacion y micropropagacion de esta especie
(Cruz, 2007).

En la actualidad los investigadores han recurrido a la micropropagacion in vitro de
especies forestales, ya que contribuyen a la conservacion de diversidad biologica y que

facilitan la reproduccion eficiente de plantas (Dominguez, 2011).

Collado et al. (2006) realizaron aislamiento de embriones inmaduros de Swetenia
macropylla King, colocaron el tejido en medio 6-Bencilaminopurina (BAP) y Acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4D) a tres concentraciones distintas, en donde obtuvieron mas del
90% de embriones somaticos en etapa cotiledonal. Por otra parte, Bonilla (2014) realizd
extraccion de embriones de Erytrhrina edulis M, los cuales fueron incubados en medio
basico Murashine & Skoog (MS) + Acido naftalenacético (ANA), es importante

mencionar que este estudio se centro en la evaluacion de microinjertos. Por los motivos



ntes mencionados la presente investigacion tiene como objetivo: Evaluar el crecimiento

de embriones aislados Pinus patula in vitro en diferentes medios de cultivo.

I1l. MARCO TEORICO

3.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA ESPECIE
3.1.1 Clasificacion taxondmica

De acuerdo con Ramirez (2000) y Perry (1991) citado en Peralta (2007) la clasificacion
taxondmica de Pinus patula Schl. & Cham es la siguiente:

Reino: Vegetal
Division: Spermatophita
Orden: Coniferas
Familia: Pinacea
Género: Pinus
Subgénero: Diploxilon o pinos duros
Seccidn: Serotinae
Subseccion: Patula

Especie: Pinus patula
Schiede ex Schlechtendal &
Chamisso var. patula

3.1.2 Sinonimia
En su area de distribucion natural y Latinoamérica la especie es conocida por diversos

nombres cientificos de los cuales se pueden mencionar: Pinus besseriana Roezl, Pinus
Calocote Roezl. ex Gordon., Pinus jalocote Roezl. ex Gordon, Pinus microcarpa Roezl,
Pinus mulleriana Roezl, Pinus Patula var.Stricta Benth. Ex Endl (Escobar,2017), Pinus
subpatula Roezl. ex Gord., Pinus oocarpa var. Ochoterenai Martinez, Pinus patula var.

longipedunculata, entre otros (Gillespie, 1992).



3.1.3 Nombres comunes
En México este arbol es conocido como pino chino, pino llorén mexicano, pino colorado,

pino patula, ocote macho, pino xalocote, pino escobetdn, juncia, palo otomite, albacarrote
amarillo, entre otros (Ospina et al., 2011; Escobar, 2017).

3.1.4 Descripcion morfolégica (Ospina et al., 2011; INAB, 2017)
Porte del &rbol y corteza: es un arbol que puede alcanzar una altura de 30-35 m y un

diametro de hasta 40 y 120 m. El tronco es cilindrico y recto en su estado joven, ademas
presenta una corteza liza y rojiza, posteriormente se torna color marron, aspera y
escamosa. La distribucion de las ramas es desuniforme y por lo general se insertan a un
angulo de 45° en el tronco. La copa es amplia con ramas largas y colgantes. Esta especie

posee un sistema radicular pivotante y profundo.

Hojas: son aciculadas y agrupadas en fasciculos de 3 0 4 agujas, presentan una longitud
entre 15 y 30 cm, de color verde-azulado con bordes ligeramente aserrados, ademas, se
caracterizan por ser mas gruesas en comparacion con otras especies de pino. Las vainas

de las aciculas son de color grisaceo y las yemas terminales de color amarillo.

Flores: cada arbol posee estrébilos unisexuales; las inflorescencias femeninas son de
color parpura con pequefias espinas, se encuentran laterales en racimos de maximo 8
escamas, mientras que las inflorescencias masculinas son de color verde a temprana etapa
fenolégica y amarillas al culminar su maduracion, se ubican alrededor de brotes nuevos

en la parte terminal de las ramas.

Semillas: son casi triangulares, van desde color café a negro, miden de 3 a 5 mm de

longitud, se encuentran cubiertas por un ala que mide 2,0 cm de largo y 1,0 cm de ancho.

3.1.5 Distribucion geografica y ecologia
México cuenta con gran diversidad de bosques compuestos principalmente de especies

de pinos y encinos (Viveros-Viveros et al.,2013). Algunos de los que destacan son “Ocote
blanco (Pinus montezumae), Ocote chino (Pinus oocarpa), Ocote pardo (Pinus
hartwegii), Pino cedrén (Pinus pringlei), Acahuite (Pinus ayacahuite), Pino chimonque
(Pinus leiophylla), Pino chino (Pinus teocote), Pino lacio (Pinus pseudostrobus),
hortiguillo (Pinus lawsoni), Pino loco (Pinus cembroides) y Ocote colorado (Pinus
patula). En algunas regiones crecen también el abeto (Abies religiosa), el Ayarin
(Pseudotsuga menziesii) y varias especies de Tascate (Juniperus deppeana, J. flaccida,
etc.), y los Pinabetes (Abies duranguensis, A. religiosa)” (Rzedowski, 2006).



El pino colorado, asi como otras poblaciones de coniferas son capaces de adaptarse a
diversas condiciones ambientales y altitudes, sin embargo, el potencial de crecimiento de
este pino se ve afectado por heladas tardias en primavera y heladas tempranas en otofio,
cabe sefialar que la distribucion altitudinal que favorece a esta especie oscila entre 1600

y 3100 m.s.n.m. (Viveros-Viveros et al.,2013).

Estudios reportan que esta especie se distribuye cominmente en formaciones
montafiosas, principalmente en los estados de Hidalgo, Puebla y Veracruz en donde
prevalecen las mas grandes poblaciones con mejor desarrollo de pinos; por lo general, en
estos sitios se definen cuatro climas: semiérido, templado subhimedo, templado humedo
y subtropical, ademas se localizan entre los 2200 y 2600 m.s.n.m. (SNIF, s.f; Monroy,
1997).

En nuestro pais, las especies coniferas de género Pinus se encuentran expuestas a
problemas fitosanitarios (plagas y enfermedades), causa primordial por la que especies
(112 aproximadamente) se ven afectadas en cantidad, calidad y talla, lo que representa
importantes pérdidas en el proceso de produccion en viveros, principalmente. Asi como
también a aquellas especies trasplantadas a cielo abierto y aquellas ubicadas en su habitat
natural (Cibrian, 2017). En general, estas especies son afectadas en toda su estructura
desde la raiz hasta el follaje, algunas de las enfermedades que perjudican son Phythium
spp, Fusarium spp, Alternaria solani, Botrytis spp, Dothistroma pini. Por otro lado, las
plagas como el gusano de la yema (Rhyaciona frustana), Pentomorus spp, Neodiprion
spp Alebra spp, Pemphigus populitransversus, entre otros. Cabe destacar que, existen
agentes abidticos que provocan efectos contraproducentes en el desarrollo de pinos como
el estrés hidrico, viento, heladas, granizo, rayos, desbalance de minerales, contaminacién
industrial y herbicidas (Gutierrez, 2005). Estudios recomiendan aplicaciones quimicas
preventivas, sin embargo, estas no se descartan para cuando las plantaciones se ven
perjudicadas, ademas, se han implementado otros métodos como el control bioldgico para
el caso de insectos plaga (Cibrian, 2017). Por otra parte, se pretende implementar el
cultivo de especies mejoradas genéticamente, asi como métodos de propagacion por

medios vegetativos (Wegier et al., 2013).

3.1.6 Usos
Pinus patula se ha implementado como plantacion forestal comercial, dado a la calidad

de su madera y al elevado contenido de celulosa que contiene, la cual es empleada en la

elaboracion de papel (CONANP, s.f). Es importante mencionar que una de las



contribuciones mas destacadas de las plantaciones de esta especie ha sido para la
proteccion de cuencas hidrogréficas, en la conservacion y recuperacién de suelo (Cruz,
2007).

Ademaés, en otros paises sus brotes y resina han sido utilizados como medicina alternativa

para aliviar catarro y reumatismo (DFM, 2018).

3.2 EL CULTIVO IN VITRO COMO UNA ALTERNATIVA PARA
SILVICULTURA

3.2.1 El cultivo in vitro de especies forestales

La propagacion in vitro emplea el principio de totipotencialidad que tienen las células
vegetales, proceso que permite regerar un nuevo individuo biologico a partir de un
organo, es decir, la capacidad que tienen las células meristematicas para ser diferenciadas
y cumplir una funcion especifica dentro del organismo que forman parte. Este método
también conocido como propagacion clonal, utiliza las condiciones Optimas y
caracteristicas fenotipicas estables para maximizar el desarrollo de la especie (Alcantara
etal., 2017; Wegier et al., 2013).

Estudios dieron a conocer que el uso de esta técnica ha aumentado considerablemente, ya
que permite en corto tiempo la produccién de individuos conocidos como genotipos élite
y constituye una herramienta relevante en la multiplicacion de especies de interés forestal,

con particular énfasis en especies del género Pinus (Delgado y Hoyos, 2015).

3.2.2 Ventajas del cultivo in vitro para el sector forestal
Esa técnica favorece los procesos de regeneracion de las especies, ya que, por sus

caracteristicas como tamario, producciones irregulares de la semilla, bajo porcentaje de
germinacion y recalcitrancia, lentitud en el crecimiento y retraso en la floracion resulta
lento el proceso de multiplicacion (Delgado y Hoyos, 2015). Ademas, beneficia en la
diversidad genética para el desarrollo de nuevos cultivos o hibridos con mejores
caracteristicas fenotipicas, entre las que destaca la seleccion y propagacion de individuos

resistentes a patégenos o a condiciones ambientales (Sanchez-Chiang y Jiménez, 2010).

3.2.3 Tipos de explante
Consiste en una parte del vegetal como semillas, embriones, hojas, tallos, yemas, raices,

tejidos, células aisladas y protoplastos; el tamafio del explante dependera del objetivo que

se persigue y la especie vegetal utilizada, ademas, para que este tenga una respuesta



favorable en el medio nutritivo sintético se deben considerar factores como época del afio
en que se realiza el muestreo del material vegetativo, pretratamientos a los explantes y las
condiciones de crecimientos de las plantas donantes de los mismos (Iriondo y Pita, 1998;
Gonzélez, 2007).

3.2.4 El aislamiento de embriones e importancia de esta técnica
Consiste en aislar de las semillas el embrion en estado inmaduro, con el fin de regenerar

especies en las que otros explantes no son factibles, cabe destacar que ese estado tiene
alto potencial morfogénico y los embriones son mas viables dandole las condiciones
adecuadas (Gémez-Martinez et al., 2010). Es importante el uso de esta técnica, ya que
permite obtener una mayor germinacion en comparacion con la que deriva de las semillas,
también se debe considerar manipular el material vegetal en condiciones asépticas para
evitar la proliferacion de microorganismos (bacterias-hongos) que provoguen
contaminacion en el contenedor (Castillo-Martinez et al., 2018). Esta técnica ha sido
empleada en el mejoramiento de diversos cultivos como la cebada, frutales y especies
arboreas, sin embargo, se ha inclinado mas en la propagacion y conservacion de especies
de importancia forestal, ya que existe mayor respuesta en el crecimiento lento y beneficia
la conservacién a corto, mediano y largo plazo en comparacion con otros explantes y
técnicas (Bonilla et al., 2015; Plata-Rueda et al., 2006).

IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Evaluar el crecimiento de embriones aislados Pinus patula in vitro en diferentes medios
de cultivo.

4.2 Objetivos particulares
Evaluar trenes de desinfeccion para cultivo in vitro de Pinus patula

Determinar la tasa de germinacion y crecimiento de embriones en medio CA (2g/L) y
DCR (0.57 g/L) con respecto al testigo

Determinar la tasa de germinacion y crecimiento de embriones en medio MS+DCR con
respecto al testigo

Cuantificar la tasa de germinacion y crecimiento de embriones en medio DCR+ 2,4D (1
mg/L) y MS+ 2,4D en comparacion con el testigo



V. METODOS

5.1 Area de estudio
La investigacion se llevo a cabo

en el laboratorio de
Biotecnologia Vegetal ubicado
dentro de las instalaciones del
Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, ‘ unr@ Qs

Agricolas y Pecuarias. Situado en ‘ o
Av. Progreso Num.5, Colonia

Barrio de Santa Catarina, Delegacion Coyoacéan, Ciudad de México.

5.2 Disefio experimental
El disefio experimental empleado fue completamente al azar. La variable evaluada en los

trenes de desinfeccidn fue la presencia de contaminacion del embrion por hongo o
bacteria y en el caso de la cuantificacion de embriones germinados se considerd cantidad
de estos con presencia de raiz, y/u hojas verdaderas en cada embrién y longitud de tallo

y raiz.

5.3 Origen de material vegetal
El material vegetal utilizado para este proyecto fue proporcionado por el Dr. Carlos

Romén Castillo Martinez, investigador de INIFAP.

5.4 Procesamiento de las muestras
En esta fase se compararon dos trenes de desinfeccidn con respecto al testigo, para el

ultimo antes mencionado las semillas sélo se lavaron en tres ocasiones con agua corriente

y jabon.

El primero consistio en lavar con jabon y agua de la llave las semillas en tres ocasiones,
posteriormente se colocaron en frascos y dejaron reposar durante 10 minutos en etanol al
70%, cabe sefialar que después de cada 5 minutos fueron enjuagadas con agua corriente
y se decantd el liquido. Luego se les afiadié hipoclorito de sodio al 30% en el cual se
dejaron reposar de 10-15 minutos durante dos ocasiones, entre cada lavado se enjuago
con agua purificada y se vertio. Finalmente, se dejaron reposar en peroxido de hidrogeno
durante 24 horas. Transcurridas las 24 horas se decanto el perdxido y las semillas se

lavaron con agua estéril en tres ocasiones en la campana de flujo laminar, y con
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condiciones asépticas se extrajeron los embriones sobre una caja Petri previamente

flameada y con ayuda de un bisturi esterilizado (Castillo-Martinez et al., 2018).

En el segundo tren, las semillas fueron lavadas con agua de la Ilave en tres ocasiones,
posteriormente se colocaron en frascos y dejaron reposar durante 30 minutos en captan
(2 g/l), luego se continud el proceso como se menciona anteriormente, cabe resaltar que,
en este, el cloro se dejo reposar durante 20 minutos y no se les afiadio perdxido de
hidrogeno (Castillo-Martinez et al., 2018).

5.5 Establecimiento de embriones
Primero se extirparon los embriones retirando los tejidos periféricos de las semillas de

Pinus patula, con ayuda de bisturi y pinzas de diseccion. Para la evaluacion de trenes de
desinfeccion, los embriones se introdujeron en tubos con medio sélido (8ml/tubo) de
MS (Murashige and Skoog, 1962).

Los embriones utilizados en el conteo de germinacion fueron introducidos en tubos con
medio liquido y solido (8 ml/tubo) en el caso de aquellas utilizadas como los testigos y
medio s6lido para los tratamientos. Los medios utilizados fueron 4.4g de MS (Murashige
and Skoog, 1962) (T1), CA (2g/L) +DCR (0.57 g/L) (T2), MS+DCR (T3), DCR+ 2,4D
(1 mg/L) (T4) y MS+ 2,4D (T5). Es importante resaltar que en ambos casos so6lo

sembraron los embriones maduros y sanos.

5.6 Monitoreo
El monitoreo de los tratamientos de germinacion de embriones se llevd a cabo

transcurrida 1 semana, posteriormente se realizo6 la evaluacion del crecimiento en la 4ta,
8va y 12va semana, en cuanto a los trenes de desinfeccion se llevo a cabo en la primera,

cuarta y octava semana de haber sido colocado el embrion en los tubos.

5.7Anélisis estadistico
La longitud se determind con el programa IMAGEJ. Luego, el andlisis de los datos se

realiz6 mediante el paquete estadistico JMP 2008, se realizé la prueba de normalidad, en
caso de cumplir con los supuestos se efectud un analisis de varianza (ANOVA), asi como
la comparacion de medias usando la prueba Mann-Whitney, con un nivel de significancia
de 0 <0.05.
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VI. ACTIVIDADES REALIZADAS

Primero se elabord el disefio de tratamientos y enseguida se continué con la realizacion

de medios de cultivo.

Luego, se llevo a cabo el aislamiento de embriones de semillas de Pinus patula y
posteriormente se monitorearon los tratamientos al terminar la semana 1 para la
evaluacion de germinacion y transcurridas las semanas 4, 8 y 12 para evaluar el

crecimiento de tallo y raiz.
Posteriormente se hizo el analisis de resultados y el protocolo de rescate de embriones.

Finalmente se efectud el informe final de resultados.

VIl. METAS

En base a los objetivos, las metas alcanzadas con este proyecto son:
Contribuir en el conocimiento de métodos de desinfeccion eficientes para Pinus patula.

Aporte de conocimiento cientifico de la técnica “aislamiento de embriones” para la

propagacion de Pinus patula.

VIll. RESULTADOS

6.1 Trenes de desinfeccion

En la primera semana se obtuvo 7.692% de contaminacion en los tubos, cabe resaltar que
fue en T1 (testigo) (Fig.1), por otro lado, en T2 y T3 el 100% de los tubos se encontro
libre de patogenos (Fig.2) en todas las evaluaciones realizadas. En un estudio realizado
por Flores Garcia y colaboradores (2008), asegura la efectividad que tiene el peroxido de
hidrogeno en la esterilizacion de las semillas forestales, asi como las propiedades
oxidativas del cloro que fungen como agente desinfectante y que, ademas, tiene
propiedades bactericidas, virucidas y fungicidas. Por otra parte, el etanol, tiene una mayor
accion germinicida y contribuye en la desnaturalizacion de proteinas, volviéndose letal

para las bacterias.
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Con respecto al tratamiento 2, presenté alta eficiencia debido a que el captan contiene
como ingrediente activo la carboxamida, esta interfiere en el proceso de respiracion
celular en los hongos por lo que impide la germinacion de las esporas, dificultando el
crecimiento y desarrollo micelial y acompafiado de otros desinfectantes como el peroxido,

cloro y etanol impiden que los patdgenos generen resistencia (Lovato et al., 2017).

Figura 2. Tubos de T2y T3 libres de patégenos.

6.2 Tasa germinativa
SEMANA 1

En la figura 3 se muestra la comparacion de germinacion en todos los tratamientos, se observa
que el tratamiento 1 obtuvo mayor cantidad de lotes por arriba de la media de embriones
germinados, por otra parte, se puede observar que T2 y T3 obtuvieron tres lotes con mas de 3.592
embriones germinados. Los resultados fueron mas altos en el testigo, ya que al ser un medio con
cantidades considerables de compuestos organicos contribuyen a la obtencién de grandes
volimenes de material vegetal al incrementar el porcentaje de germinacion (Salazar et al., 2013).

El motivo por el cual T2 Y T3 obtuvieron mayor tasa germinativa se atribuye a que el peroxido
de hidrégeno incrementa la germinacion en algunas semillas de pino, puesto que ablanda la testa
y aumenta la permeabilidad del agua y oxigeno (Flores et al., 2008), sin embargo, el &cido 2,4 D
en las primeras seis semanas solo otorga cambios en la coloracion y morfologia de los embriones

(Collado et al., 2006). Cabe resaltar que el medio DCR favorece solamente la emergencia de
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brotes y el carbon activado tiene como funcion reducir hasta un 70% el proceso de oxidacion en
el tejido vegetal (Ibarra-Lo6pez et al., 2016).
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Figura 3. Grafico de tasa germinativa de los 5 tratamientos.
6.3 Crecimiento en tallo y raiz

El crecimiento del tallo en los tratamientos T1, T2 Y T3 no es estadisticamente
significativo, sin embargo, en el tratamiento 3 se obtuvieron los tallos con longitud més
prologada (Figura 4). Por otra parte, en la Figura 5 se muestra mayor crecimiento del tallo
por lote en el tratamiento de CA+DCR, seguido del tratamiento 1. Cabe sefialar que en
ambos graficos no se encuentra registro de los tratamientos 4 y 5, debido a que
comenzaron su respuesta en el medio hasta la semana ocho, a partir de ese momento los
embriones tuvieron cambios en su morfologia y color, dando lugar asi a la formacién de
brotes en mayor cantidad de ellos por lote en el tratamiento 5 (Figura 6). En la semana 12
el crecimiento de los tallos se acrecent6 en los lotes del tratamiento 3, ademads, es
importante sefialar que aquellos lotes con el tratamiento 2 se localizan muy por debajo de
la media, incluso en menor cantidad que T1 (Figura 7). En la figura 8 se puede observar
que la formacidn de callos en ambos tratamientos es similar entre si, aunque por debajo
de la media de los embriones desarrollados en T1 (Figura 8). Cabe sefialar, que en la
mayoria de los lotes los callos estaban en proceso de oxidacion y no desarrollaron brote
0 raiz (Figura 9).

El déficit de crecimiento en los tratamientos se atribuye a la concentracién en gran
cantidad de nitrogeno y calcio. Ademas, es de gran importancia que para gque exista una

elongacion en brotes, la concentracion de sales en el medio de induccion previo debe ser
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mayor que en el medio de cultivo de elongacion (Nandwani et al., 2001). Por otra parte,
el medio DCR requiere de reguladores de crecimiento para la induccion y proliferacion
de callos, y para que haya mayor factibilidad para generar brotes vigorosos para asi se
obtenga mejor resultado en la supervivencia y enraizamiento en el cultivo ex vitro
(Imbrogno et al., 2013). En general, las auxinas y citocininas son necesarias en el cultivo
in vitro, ya que en el proceso de formacion de brotes son las encargadas de la produccion
de cambios fisiol6gicos y bioquimicos en los tejidos. También, promueven la formacion
de centros meristematicos que llevan a la diferenciacion posterior de yemas y brotes
(Ojeda, 2007).

En el caso particular de la organogénesis a partir de callos se ha logrado la diferenciacion
de numerosos brotes adventicios en diferentes medios adicionados con BA, sin embargo,
la respuesta del tejido declina al ser expuesta a una concentracion mayor a 200 mg/l o a
una incubacion prolongada, causando callosidad excesiva , iniciacion radicular retardada
o una inhibicion de la elongacion de las raices iniciadas; ademas, el medio empleado para
el enraizamiento debe contener una concentracion reducida a la mitad de nutrientes
inorganicos (Chavez y De Feria, 2012). La auxina empleada en esta investigacion fue 2,4-
D, la cual ha sido empleada en diversos estudios para la formacién de embriones
somaticos en un rango de 1,0-80 mg/l, dependiendo del tejido vegetal y el cultivo
empleado. Este regulador de crecimiento influye en la respuesta embriogénica, al no
contar el medio con una concentracion auxinica adecuada los embriones somaticos
modulan los niveles de hormonas enddégenas del mismo grupo como el &cido indol-3-
acético (AlA) presente en el tejido vegetal y al buscar ese equilibrio, la auxina crea un
doble efecto , actia como regulador de crecimiento o altera en metabolismo de AlA
incrementando la sensibilidad de las células al conferirle competencia embriogénica y
comienza un proceso de division celular mitdtico. Incluso, estudios han demostrado que
2,4-D funciona como una sustancia de estrés, capaz de activar la adquisicion de

competencia embriogénica en la célula vegetal (Pérez et al., 2013).
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Figura 4. Grafico de crecimiento en T1, T2 y T3 semana 4.
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Figura 5. Grifico de crecimiento en T1, T2 y T3 semana 8.
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Figura 7. Gréfico de crecimiento en T1, T2 y T3 semana 12.
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Figura 6. Grifico de crecimiento en T1, T2 y T3 semana 8.
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Figura 8. Grafico de crecimiento en T1, T2 y T3 semana 12.
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Figura 9. Callos en proceso de oxidacion. .

IX. Conclusiones

Los tratamientos de desinfeccién empleados en la semilla de Pinus patula son factibles
un 100%, lo que permite disminuir las tasas de mortalidad de plantulas germinadas.

La tasa germinativa en los tratamientos T1, T2 Y T3 se ubico por arriba de la media en
comparacion con los otros tratamientos. Sin embargo, el crecimiento no fue el esperado

en ninguno de los tratamientos.

X. Recomendaciones

En los tratamientos para germinacién y crecimiento del embrion se deben considerar otras
opciones en la elaboracion de medios, determinar el tiempo que se dejaran en el medio
de elongacion para después trasladar el tejido vegetal al medio para su enraizamiento,
ademas, conviene considerar nuevas concentraciones en los reguladores de crecimiento
para que no sean contraproducentes y se obtenga la callosidad, brotes y raiz deseadas en

cada tratamiento.
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