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RESUMEN

El agrillo (Rhus allophylloides), es una especie de interés en la region Altos de
Jalisco, conociéndolo porsu fruto que es utilizado para elaboracién de diversos
productos alimenticios. En el presente trabajo se busco establecer un protocolo
de establecimiento, multiplicacion y enraizamiento in vitro para la propagacion
de esta especie, utilizando medio semisoélido para posteriormente realizar un
escalamiento a biorreactores de inmersién temporal (SIT). Para ello se utilizaron
microesquejes generados a partir de germinacion in vitro de semillas. Durante el
establecimientoin vitro se observaron factores de estrés, por lo que se evaluaron
las condiciones de intensidad de luz e intercambio gaseoso (sistemas
cerrados/semiabiertos), se establecié que un sistema semiabierto con 32 pumol
m-2 s-! PPFD de intensidad de luz presentd mejores parametros para el
desarrollo de la planta. Para la etapa de multiplicacion se utilizo el medio MS
completo como medio basal y diferentes concentraciones de bencilaminopurina
(BAP) y &cido indolacético (AIB) tanto solas como combinadas, siendo la dosis
de 1 mg L de BAP la presentd mayor brotacién con valor promedio de 2.83
brotes. Mientras que AIB y suscombinacionescon BAP resultaron desfavorables
para la induccion de brotes, sin embargo, el usode 0.5 mg L-1de AIB promovi6
la formacion de raices. En la etapa de enraizamiento se probo con 50% de medio
MS adicionado con auxinas acido naftalenacético (ANA) e AIB y una minima
concentracion de citoquinina BAP logrando formacién de raices, resultando que
0.5mg Lt AIB+ 0.2 mg L't ANA favoreci6 lalongitud de la raiz principal con 1.34
cm y promovio la formacion de raices secundarias. Para el establecimiento en
biorreactor, Sistema de Inmersion Temporal (SIT) se utiliz6 medio MS completo
adicionado con 1 mg L1 de BAP, se evaluaron diferentes tiempos de inmersion,
resultando con un mejor desarrollo y generacién de brotes un tiempo de
inmersion de 20 minutos con unafrecuencia de 6 horas. En general el uso de un
sistema de inmersion temporal demostré una aceleracion 2 veces mayor en el

desarrollo en comparacion con el medio semisadlido.



ABSTRACT

Rhus allophylloides has been a kind of interest in the Altos Jalisco region known
for its fruitthatis used to make various food products. The aim of this study was
to determine an establishmentprotocol, multiplication and rooting in vitro for the
propagation of thisspecies. A semi-solid mediumwas usedto subsequently scale
it to temporary immersion bioreactors (SIT). We used micro-cuttings generated
from in vitro germination of seeds. Duringthein vitro establishment, stress factors
were observed, therefore the conditions of lightintensity and gas exchange were
evaluated (closed / semi-open systems), it was established that a semi-open
system with 32 pmol m-2 s-1 PPFD of lightintensity obtained the best parameters
for the developmentof the plant. Complete MS medium was used adding different
concentrations alone and combined of BAP and AIB as a basal medium in the
multiplication phase, with the dose of 1 mg L-! of BAP was the highestwith an
average value of 2.83 shoots. While for the induction of shoots AIB and its
combinations with BAP were unfavorable, however, the use of 0.5 mg L-! of AIB
promoted the formation of roots. For rooting was tested with 50% MS medium
with auxin ANA, AlIB and a minimumdose of cytokinin BAP makingroot formation,
but 0.5 mgL1 AIB + 0.2 mgL-1 ANA promoted the formation of secondary roots
and increased the length of the main root by 1.34 cm. Finally, a complete MS
medium added with 1 mg L-! of BAP was used for the establishment in a
temporary immersion bioreactor (SIT). Differentimmersion times were evaluated,
an immersion time of 20 minutes with a frequency of 6 hours, increased
development, and generation of shoots. In general, the use of a temporary

immersion system demonstrated a 2-fold acceleration in development compared
to the semi-solid medium.
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1. CAPITULO1.

1.1 Introduccién general

México es uno de los 12 paises con mayor diversidad de ecosistemas
dondeocupacel quintolugarcon casi el 70% de la variedad de plantasy animales
del mundo (SEMARNAT, 2018). Destaca por su riguezade especies, muchasde
las cuales son endémicas y no se encuentran de forma natural en otras regiones
del planeta. El endemismo en nuestro pais esta presente en distintos niveles
taxonémicos, desde el nivel de familia, hasta de géneros, especies y
subespecies (Meiners, 2007). Nuestro pais ocupa el tercer lugar en plantas
endémicas, se destaca también como uno de los paises que ha sido el centro de
origen de algunas de las plantas cultivadas mas importantes para la humanidad.

Se calculaque poco mas de 15% de las especies vegetales que se consumen
en el mundo tienen su origen en México (CONABIO, 2006).

Enregiones de Jaliscoy Michoacan, se encuentraunaespecie endémica:
Rhus allophylloides, que produce un fruto denominado “agrillo” el cual tiene una

alta demanda por los habitantes de laregion para su consumo alimenticio

Se desconocen métodos convencionales para su reproduccion, al ser una
especie lefiosa se podria realizar mediante estacas, pero se presentan diversas
desventajas debido a que la propagacion es lenta y se generan pocas plantas a
partir de una sola, la reproduccién por semilla seria mas viable por la
disponibilidad de material, aunque estudios reportan que presenta un bajo

porcentaje de germinacion (Quintana-Camargo, 2016).

El cultivo in vitro puede optimizar la obtencién de plantas de agrillo, en
grandes cantidades en un tiempo menor. La micropropagacion también permite
obtener nuevas plantulas todo el afio, independientemente del factor climatico,
ademas se pueden manejar cultivos libres de enfermedades y patogenos.
Existen informes sobre propagacion in vitro del género Rhus en donde se logra
la regeneracion de brotes a partir de yemas axilares o secciones de tallo en un
medio MS (Murashige y Skoog, 1962). Cabe destacar, que las especies
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reproducidas no son endémicas de México y no existen protocolos para la
micropropagacion de Rhus allophylloides considerada una especie de interés

debido a la demanda de fruto en la region.

1.1.1 Revisién de literatura
1111 Descripcion del género Rhus

Pertenece a lafamiliaAnacardiaceae, de arbolesy arbustos normalmente
de hojas alternas y con frecuencia pinnado-compuestas, aunque también se dan
las hojas simples. (Huamaniy Ruiz, 2005). El género Rhus incluye alrededor de
35 especies, y sus especies se clasifican en dos subgéneros: Rhusy Lobadium
(Young, 1975, 1978; Miller et al., 2001).

Se ha propuesto que el género se origind en América del Norte o en
América del Norte y Asia; el registro fosil mas antiguo se localizé en América del
Norte (Hong, 1999). Yi et al. (2004) sugieren que los dos subgéneros
evolucionaron en América del Norte, y que el subgénero Rhus se disperso a

Eurasia.

Dentro del subgénero Rhus se reconocen 10 especies, cuatro de ellas se
distribuyen en el este de Eurasia, cuatro en América del Norte, una en el sureste
europeoy otra en las islas Hawaii (Barkley, 1973; Young, 1975).

El subgénero Lobadium consta de aproximadamente 25 especies
agrupadas en tres secciones, Lobadium, Styphonia y Terebinthifolia, la seccion
de Styphonia a su vez se divide en subsecciones nombradas Styphonia,
Composita e Intermedia, distribuidas principalmente en el suroeste de los
Estados Unidos, México y en el Norte de América Central (Young, 1978). El
género Rhus allophylloides pertenece al subgénero Lobadium a la seccion

Lobadium como se muestra en el Cuadro 1. (Barkley, 1973; Young, 1978).
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Cuadro 1.1 Subgénero, secciones y subsecciones de Rhus

Rhus Lobadium
Lobadium Terebinthifolia Styphonia

R. copallina R. allophylloides  R. barclayi Styphonia Composita

R. coriaria R. aroméatica R. costaricensis  R. integrifolia R. andrieuxii R. chondroloma

R. glabra R. microphylla R. hartmani R. keameyi R. choriophylla

R. lanceolata R. schmidelioides R. jaliscana R. muelleri R. lentii

R. michauxii R.trilobata R. palmeri R. ovata R. nelsonii

R. sandwicensis R. rubifolia R. standleyi R. oaxacana

R. typhina R. terebinthifolia R. pachyrrhachis
R. schiedeana
R. virens

1112 Clasificacion taxonémica del Agrillo

Reino:Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase:Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia: Anacardiaceae
Género: Rhus

Especie: Rhus allophylloides

LLLTRUCTTRRTLS

PLANTS OF MEXICO

Figura 1.1 Rhus allophylloides Standl.
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1113 Descripcién botanica

Rhus allophylloides descrito por Barkley (1937) es un arbusto que puede
llegar a medir unos 3 m. largo, presenta hojas con 3 foliolos agudos cuneados
en la base y serrados-dentados cerca del apice, foliolos terminales de 7-10 cm.
largo y 3.5-5.5 cm. ancho, con peciolos de aproximadamente 1 cm. Foliolos
laterales largos de 4.5-7 cm. largo, 2-3.5 cm. ancho, sésil. Presenta una
inflorescencia terminal de 5 cm. largo, 3.5 cm. ancho, bracteas deltoides,
aproximadamente de 2 mm. largo y ancho, agudo, pubescente en ambas
superficies y ciliado con pelos simples, persistente; sépalos deltoides-ovados,
1.5 mm. largo, ancho un poco mas estrecho, glabro, ciliado con pelos simples;
pétalos blancos en estado seco, elipticos, de unos 3 mm. largo, 2 mm. amplio,
ciliado con pelos simples; filamentos casi tan largos como los sépalos; anteras
ovales, 1 mm. largo y ancho. El fruto es rojo, pubescente con pelos simples y
glandulares. En México su distribucién es entre el estado de Jaliscoa Michoacan,
ver figura 1.2
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Figura 1.2 Distribucion geografica de Rhus allophylloides Standl, R schmideloides,
Schlechty R. schmideloides var. potosinensis Barkl.
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1114 Importancia ecoldgica

El género Rhus actia como plantas polinizadoras para la fauna de
invierno, al ser plantas extensas que proporcionan néctary polen en la primavera
y también mantienen sus bayas durante la mayor parte del invierno. La mayoria
de las regiones de Ameérica del Norte tienen unaespecie adaptada localmente.
(Rhus typhina) se encuentra en el noreste, mientras que (Rhus glabra) y (Rhus

aromatica) se encuentran en todo Estados Unidos. (Xerces Society, 2015).

11.15 Importancia econémica

Las especies del género Rhus tienen una larga historia en usos por los
indigenas como medicamento, como alimento y otros beneficios (Van and Wink,
2004).

Por ejemplo: R. glabra es utilizado tradicionalmente por pueblos nativos

de América del Norte en el tratamiento de bacterias y enfermedades como sifilis,
gonorrea y gangrena (Erichsen-Brown, 1989).

R. coriaria crece de forma silvestre en la region de las Islas Canarias a
través de laregion mediterranea hasta Iran y Afganistan.Su usocomuin es como
condimento, el cual se obtiene moliendo los frutos secos con sal, se utilizaen
diferentes alimentos como kebabs, carne y ensaladas. Tiene un sabor amargo
(pH 2,5) derivado de los acidos citricos y malicos que se encuentran en el jugo.
También es utilizado como hierba medicinal para el tratamiento de la indigestion,
anorexia, diarrea, hemorragiay la hiperglucemia (Wetheriltand Pala, 1994).

Investigaciones realizadas con extractos de Rhus muestran aplicaciones
como: antifibrogénico, antifingico, antinflamatorio, antimalaricos, antibidticos,
antimutagénicos, antioxidante, antitrombina, antitumoral, antiviral, citotoxico,
hipoglucemiante y leucopenia. (Sierra, 2007).

Luna (2015) demostré que existe actividad antifungica in vitro de los

extractos acuosos de R. virens y R. muelleri contra Fusarium oxysporum.
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1.1.16 Produccién de fruto

Dentro del territorio mexicano R. allophylloides existe como una especie
silvestre, es nombrado cominmente de diversas maneras dependiendo la
region: “Agrillo”, “Agrito”, “Limilla”. Este fruto es de temporada y se recolecta en
cerros, particularmente en la region Altos de Jalisco se encuentra disponible en
los meses de febrero a abril. El precio de comercializacion actual es del orden

de los doscientos cincuenta pesos mexicanos por kilogramo.

El fruto del agrillo es apreciado y demandado por los habitantes de la

region, ya que con él se elaboran diversos productos alimenticios: agua fresca,
helado, paletas de hieloy dulces (Quintana-Camargo, 2016).

1.1.2 Métodos de propagacion

La propagacion de planta consiste en la capacidad de los seres vivos de
producir seres semejantes a los existentes involucra la aplicacion de principios y
conceptos biolégicos enfocados a la multiplicacion de plantas utiles de un
genotipo especifico. Esta multiplicacion se realiza a través de explantes, los
cuales se definen como cualquier parte de la planta que se utilice para producir
unanuevaplanta o unapoblacion. Los explantes incluyen semillas, segmentos
de tejido, yemas, esquejes o0 estacas, y diversas estructuras especializadas
como bulbos, o tubérculos. El principio de la propagacion de plantas se basa en
los conceptos de pluripotenciay totipotencia, caracteristicas de las células para
generar 6rganos o un organismo entero respectivamente, debido a que la célula
posee toda la informacion genética necesaria para su regeneracion (Hartmann
et al., 1997).

1121 Propagacion vegetativa o asexual

Se utiliza para producir una planta que posea el mismo genotipo que la
planta madre (planta donadora) y esto es posible porque todas las células de
una planta poseen la informacion necesaria y/o suficiente para reproducir la

planta entera (Hartmann et al., 1997).
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1122 Propagacién Sexual

La generacion de un nuevo individuo conlleva al intercambio de material
genético. Existe unién de células reproductoras llamadas gametos y un
desarrollo embrionario que dara lugar al nuevo organismo.

1.1.2.3 Polinizacién

La polinizacion es una etapa esencial en la reproduccion de plantas con
flores. Es la transferenciade polen del macho a la parte femeninade una flor
(McGregor, 1976).

En el caso de Rhus la informacion sobre la polinizacién son muy limitados en la
literatura. Estudios realizados por Rowe y Blazich (2002) informan que las flores
suaves de Rhus son polinizadas por abejas, sin embargo, no se han enfocado
estudios para determinar los insectos que juegan el papel de polinizadores de

este géneroen el area.

1.1.3 Semillas

La semilla es el 6rganode propagacion a través del cual el nuevoindividuo
se dispersa. El éxito con el cual este nuevo individuo se establece (tiempo, lugar
y vigor de la plantula), esta en gran medida determinado por las caracteristicas
fisiolégicas y bioguimicas de la semilla. Sin embargo, hay factores externos que
no siempre son favorables para que esto ocurra como el suelo, clima,
competencia y depredacién entre otros. Las respuestas de las semillas al
ambiente y las sustancias de reserva que contiene (carbohidratos, lipidos,
proteinas), son de gran importancia para el éxito del establecimiento de la
plantula hasta que ésta sea capaz de utilizarla luzy hacerse autétrofa (Bewley
y Black, 1994; Orozco y Sdnchez, 2013).
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Las semillas viviparas tienen la caracteristica que la semilla germina
mientras todavia esta unida a la planta madre. Ademas, la plantula crece,

emerge de la frutay finalmente se dispersa (EImqvist y Cox, 1996).

Las semillas recalcitrantes son aquéllas que pasan por un corto 0 ningun
secado de maduracion, y permanecen sensibles ala deshidratacion, tanto en su
desarrollo como después de su desprendimiento. Sin embargo, esta situacion es
mucho mas compleja debido a la amplia gama de variabilidad entre las semillas
recalcitrantes de diferentes especies y, ciertamente, de especies individuales
bajo diferentes condiciones (Berjak y Pammenter, 1997). Las semillas
recalcitrantes no experimentan deshidratacion en la planta madre y, sin detener
su desarrollo, pasan directamente a la germinacion (Farrant et al., 1993), aun
cuando ocurren algunos casos de latencia (Berjak y Pammenter, 2004). Estas
se diseminan en una condicién humeday metabdlicamente activa (Leprince et
al.,, 1993; Kainer et al.,, 1999), perdiendo rapidamente su capacidad de

germinacion al quedar expuestas a condiciones de baja humedad (Kermode y
Finch-Savage, 2002).

Las semillas ortodoxas (Roberts, 1973) adquieren tolerancia a la
deshidratacion durante su desarrollo y pueden almacenarse en estado seco, por
periodos predeciblesy bajo condiciones especificas. Su fase final de maduracién
esta acompafada por deshidratacion celular,lacualiniciacon lapérdida de agua
del suministro vascular de la planta madre a la semilla, como resultado de la
separacion de funiculos entre 40 y 50 dias después de la polinizacion (Bewley y
Black, 1994). En este periodo las semillas adquieren la tolerancia para ceder a
la deshidratacion, caracteristica que mejora su viabilidad y el potencial de
almacenamiento (Nkang, 2002; Hoekstra et al., 1994).

La semilla como unidad basica de reproduccién para la gran mayoria de
especies vegetales, debe reunir ciertas caracteristicas que garanticen su
conveniencia para su utilizacion en programas de reforestacion y conservacion
de germoplasma. Para el caso del agrillo se desconocen los parametros
de evaluacion de calidad (Quintana-Camargo, 2016).
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1131 Germinacion

El proceso de germinacion comienzacon laimbibicion /absorcién de agua
por la semilla secay termina con la penetracion de radicula a través de las capas
de cobertura de la semilla (Bewley, 1997; Weitbrecht et al., 2011). En general, la
absorcion de agua por semillas secas exhibe tres fases (Bewley, 1997):

Fase | se caracteriza por larapida absorciéninicial de aguapor unasemillaseca
gue causa hinchazoéon y cambio de forma (Bewley, 1997). La estructura de la
membrana se ve perturbada por la rapida rehidratacion, lo que lleva a la fuga de
metabolitos de bajo peso moleculary solutos celulares fuera de la semilla; sin
embargo, la estructura de la membrana se repara después de un corto periodo
de hidratacion. Durante esta fase de absorcion de agua, se inician una serie de
procesos fisioldgicos, que incluyen la sintesis de proteinas a partir del ARNm
existente y la reanudacion de actividades respiratorias como las vias
respiratorias de fosfato de pentosa glicoliticoy oxidativo. La reanudacion de las
actividades respiratorias se caracteriza por un gran aumento del consumo de
oxigenoy laliberacion de dioxido de carbonoa los pocos minutosde la imbibicion
(Bewley, 1997). La fase | de la absorcion de aguatambién esta asociada con la
reparacion del ADN, que se dafia durante la fase de desecacion del desarrollo
de la semilla, y esta reparacion del ADN involucrala ADN ligasa que se activa
después de la imbibicion (Bewley, 1997; Weitbrecht et al., 2011).

La reparacion de las mitocondrias existentes también se inicia durante la fase |
de la imbibicion de la semilla. Dado que las semillas secas contienen una baja
cantidad de trifosfato de adenosina (ATP), la reparacion de las mitocondrias
durante la absorcién desempefia un papel en la produccion de ATP requerida
para el proceso de germinacion. Una vez que la tasa de absorcion de agua de
las semillas disminuyey se estabiliza, las semillas germinantes entran en la fase
Il (Bewley, 1997; Weitbrecht et al., 2011).

Fase Il varios eventos tienen lugar, incluida la reparacion continua del ADN y las
mitocondrias existentes, la sintesis de nuevas mitocondrias y la sintesis de

proteinas a partir de transcripciones génicas recién sintetizadas.
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Ademas, el iniciode la expansién delembrién y el debilitamiento de las capas de
cobertura de semillas ocurren durante esta fase (Bewley, 1997). La
protuberancia de los radios a través de la capa de testa / semilla, que se define
como germinacion, marca el final de la fase Il y el comienzo de la fase Il (etapa

de postgerminacion).

Fase Ill se caracteriza principalmente por la movilizacion de reservas de
almacenamiento depositadas en oOrganos de almacenamiento, como el
endospermo en los cereales; Esto desencadena mayores aumentos en la
absorcion de agua, seguido por el crecimiento de las plantulas (Nonogaki et al.,
2010). La division celular, la sintesis de ADN y el alargamiento de las células
radicales también se producen durante la tercera fase de la absorcién de agua.

La germinacion in vitro tiene ventajas respecto a la producida en condiciones
naturales, ya que puede solucionar casos de inhibicién total de la germinacion,

aumentar la tasa de germinacidn, reducir el tiempo y homogeneizar la
germinacion (Lopez-Encinay Gonzalez-Padilla, 1996).

1.13.2 Dormancia

La latencia de las semillas se define como la incapacidad de las semillas

viables intactas para completar la germinacion en condiciones ambientales
favorables (Gao y Ayele, 2014).

La latencia de semillas puede clasificarse como latencia primaria y

latenciasecundaria,en funcionde cuando se produce lainduccién delalatencia:

La latencia primaria es establecida durante el desarrollo de la semilla

debido a factores enddgenosy / o condiciones ambientales experimentadas por
la planta madre (Gao y Ayele, 2014).

Las semillasque exhiben latencia primaria pueden liberarse del estado de
latencia mediante una serie de tratamientos, que incluyen la maduracion
posterior, definida como un periodo de almacenamiento en seco de semillas
recién cosechadas a temperatura ambiente; y estratificacion en frio, que se

refiere a la hidratacion / absorcidén de semillas a bajas temperaturas.

10
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Cuando se enfrentan a condiciones que son desfavorables para la
germinacion, las semillas no latentes también pueden entrar en el estado de

latencia, y este tipo de latencia se conoce como latencia secundaria (Kermode,
2005).

La latencia primaria se clasifica ademas en cinco tipos diferentes: latencia
fisiolégica, latencia morfolégica, latencia morfofisiolégica, latencia fisica y
latencia combinacional (latencia fisioldgica y fisica) (Baskin y Baskin, 2004).

Segun las causas de la latencia, la latencia fisioldgica se clasifica como

latenciainducida por embrionesy latenciainducida por la cubierta de la semilla
(Hilhorstet al., 2010).

La latencia inducida por el embrién puede ser causada por unaserie de
factores relacionados con el embrién, incluida la inmadurez o el subdesarrollo

del embrién y / o la sintesis de compuestos inhibidores de la germinacion dentro
del embrion. Como resultado, un embrion extirpado no puede crecer.

La latencia inducida por el recubrimiento de semillas es causada por los
tejidos que rodean al embrién, como el endospermoy / o la testa, que confieren
restricciones contra el crecimiento del embrion, al interferir con la lixiviacion de
los inhibidores de la germinacion del embrion y al restringir el intercambio

gaseoso Yy la absorcion de agua por la semilla.

1.1.33 Factores internos que regulan la germinacion

Los principales factores internos que determinan el que una semilla
germine son la viabilidad y la longevidad (el tiempo que la semilla puede

permanecer viable).

La semilla debe estar viva para poder germinar; el dafio mecanicoy las
condiciones de almacenamiento pueden disminuirla viabilidad de las semillas.
Muchos factores determinan la viabilidad de las semillas enterradas en el suelo,

aun bajo condiciones experimentales controladas. El contenido de humedad y
pH del suelo, asi como la latencia e impermeabilidad de las cubiertas de la

11
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semillaque puede variar entre poblacionesde semillas de la misma especie, son
factores importantes que afectan la viabilidad (Bewleyy Black, 1994).

Semillas de plantas caracteristicas de climas aridos tienen en general
semillas con mayor longevidad respecto a semillas de plantas de habitats
tropicales o templados humedos (Desai, 1997).

1.1.34 Regulacion hormonal de la latencia y la germinacion

Las hormonas vegetales estan involucradas en la regulacion de la
induccion, mantenimientoy liberacion de la latencia de las semillas (Bentsinky
Koornneef, 2008; Gao y Ayele, 2014); Mecanismos moleculares de la
germinacioén de semillas ABA y GA juegan un papel importante a este respecto.
ABA regulalainduccion y el mantenimiento de la latencia (Kermode, 2005). Las
giberelinas son necesarias para la produccién de la enzima mananasa, la cual

es necesaria para la germinacion de la semilla (Wang et al., 2005).

Ademas del ABA y GA, otras hormonas vegetales como el etileno, la
citoquinina, el brasinoesteroide,la auxinay los jasmonatos (JA) se han implicado

en laregulacion de la latenciay germinacion de las semillas.

En especies deficientes de giberelinas, el etileno puede actuar de manera
similar a las giberelinasy las semillas son capaces de germinar completamente
en tal situacion (Karssen et al., 1989; Matilla y Matilla-Vazquez, 2008).

La citoquinina también contribuye a la liberacion de latencia de las
semillas a través de la mejora de la biosintesis de etileno (Babiker et al., 1993;
Kucera et al., 2005), y promueve la germinacion de las semillas al antagonizar
los efectos inhibidores de la germinacion de ABA (Guan et al., 2014; Wang et al.,
2011). El brasinoesteroide es la otra hormona vegetal que puede promover la
germinacion de las semillas al antagonizarlos efectos del ABA.

12
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1.1.4 Esquejes

En la multiplicacion por estacas solo es necesario que un nuevo sistema
de raices adventicias se desarrolle, ya que la estaca posee yemas con aptitud

potencial para desarrollar nuevos vastagos (Hartmann et al., 1997).

Estaca o esqueje son las unidades de multiplicacion que se obtienen
separando de la planta madre un segmento que contenga zonas meristematicas
(nudos y entrenudos), para la propagacion de la planta. Pueden obtenerse de
tallos, de hojas o raices, que colocadas en condiciones favorables son capaces

de formar un nuevo individuo con los mismos caracteres de la planta madre
(clones).

1.1.5 Cultivo in vitro

El cultivo in vitro se basa en el aislamiento de drganos, tejidos o células
vegetales en el que se ajusta y controlan las condiciones requeridas para la
obtencion de respuestas fisiol6gicas o morfogénicas a partir de estos explantes
(Hoxtermann,1997). Para ellose pueden evaluarvariasformulaciones minerales
disponibles para cultivar tejidos de plantas, por lo que a través del tiempo
diversos investigadores han formulado medios de cultivos en los que se tiene
una respuesta favorable para la propagacion in vitro de plantas, algunos
ejemplos de ellos son el medio MS (Murashige y Skoog, 1962) y el medio B5 de
Gamborg (Gamborg et al., 1968).

En general, los medios de cultivo de tejidos vegetales estan compuestos
de macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, reguladores de crecimiento,
también pueden contener otros adyuvantes (como el agua de coco) y deben

contenerunafuente de carbono (sacarosa).

El regulador del crecimiento de las plantas es una sustancia organica
requerida por la planta en pequefas cantidades para regular el crecimiento de
unaplanta (Chen etal, 2008), también se conoce como hormona vegetal, la cual
se puede ser de origen natural o sintético (George, 2000). El regulador de

crecimiento desempefia diferentes papeles en la promocién de la diferenciacion

13



Instituto Tecnologico de Tlajomulco

celular, el crecimiento y la division celular. Existen diferentes tipos de hormonas
vegetales entre las cinco principales se reconocen la auxina, la citoquinina, las
giberelinas, el acido abscisico y el etileno. Las auxinasy las citoquininas son los
reguladores de crecimiento vegetal mas utilizados en el cultivo de tejidos
vegetales para la regeneracion de plantas a través de diferentes métodos de
propagacion invitro, que se describen en la siguiente seccién.

1.1.6 Tiposde cultivo in vitro

La produccion de plantas puede realizarse mediante cultivos de tejidos
vegetales diferenciados o indiferenciados. Los cultivos vegetales indiferenciados
se obtienen a partir de 6rganos o tejidos organizados cultivados en un medio
nutritivo (solido o liquido) que desdiferencian ante la presencia de auxinas
exdgenas. En el caso de cultivos diferenciados incluye la embriogénesis

somética y la organogénesis.

1.16.1 Embriogénesis

La embriogénesis somatica es la formacion de un embrién a partir de una
célula, sin la necesidad de la fusion de gametos (Tisserat et al., 1979) se puede
obtener directamente a partir de célulasaisladas o utilizando callos, teGricamente
este método es el mas eficiente para la produccion masiva de plantas in vitro
debido a la naturaleza bipolar del embrién, la posibilidad de ser automatizado
todo el proceso productivo, los altos coeficientes de multiplicacién en cortos
periodos de tiempo, al poder aplicarse los principios de la cinética microbiana

con la posibilidad de encapsular estas estructurasy obtener semillas artificiales.

Sus desventajas radican en el desconocimiento que existe sobre los
parametros que regulan este proceso, siendoaun limitado el nUmero de especies
en los cuales se describe una embriogénesis somatica eficiente que permita un

uso como método de multiplicacion de plantas (Yeung et al., 1996).
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1.1.6.2 Organogénesis

Es uno de los principales métodos de regeneracion de plantas, puede
clasificarse en indirectay directa. La primera tiene lugar cuando la formacion de
brotes ocurre mediante unafase intermediade formacién de callos, mientras que
la organogénesis directa, consiste en la generacion de organos (brotes, raices,
hojas, etc.) a partir del explantes, sin fases intermedias de callo (George y
Debergh, 2008).

Este proceso morfogenético se induce artificialmente por medio de
reguladores del crecimiento (RC). Generalmente se emplean auxinas como:
acido naftalenacético (ANA), acido indolacético (AlA), &cido indol-3-butirico
(AIB), 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y citoquininas como bencilaminopurina (6-
BAP), zeatina, kinetinay tidiazurén (TDZ) (Machakova et al., 2008).

El establecimiento de cultivos in vitro mediante la siembra de semillas
ofrece grandes ventajas para la propagacion: proporciona de una manera rapida
plantulas que sirven como fuente de explantes para llevar a cabo la
micropropagacion; es una manera de conservar plantulas con variabilidad
genética natural,y es un método que permite la germinacion de semillas que de

forma naturalnolo hacen oes muydificilde haceren condicionesnormales (Fay,
1992; Pierik, 1993).

La micropropagacion se puede realizar en medio semisolido y medio
liquido, en el segundo caso el uso de medios liquidos se considera la solucién
ideal para reducir los costos de produccion de plantulas y permitir la

automatizacion (Preil, 2005).
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1.1.7 Biorreactores

Un biorreactor es un sistema de cultivo usualmente automatizado cuya
principal funcion es proveer al cultivo in vitro de un ambiente controlado para
lograr las condiciones 6ptimas para el crecimiento celulary para la produccién

de subproductos de interés comercial provenientes del cultivo.

Para la propagacion de plantas un biorreactor es disefiado para el cultivo
de diferentes tejidos vegetales como segmentos de hojas, tallos, brotes y hasta
callos (grupos de células sin diferenciacion celular), de los que previamente se
han establecido las condiciones y medios de cultivo para la formacion de
plantulas.

Consta de un recipiente, que puede ser de vidrio o de plastico claro
(policarbonato transparente que pueda ser esterilizado), que de forma
automatica provee el medio de cultivo en tiempo y cantidades Optimas bajo
ambientes controlados de luz y temperatura.

Dependiendo del tipo, forma del contenedor y sistema de agitacion, se
han disefiado biorreactores con agitacion rotatoria (Tanque agitado o de Tambor
rotatorio), por burbujeo (Air-LifT), de difusién o perfusién yde inmersién temporal
(SIT). Este Gltimo es el mas utilizado ya que se caracteriza por sumergir
parcialmente los tejidos vegetales durante periodos iterativos por un sistema

automatizado.

1171 Biorreactores de Inmersiéon Temporal

Los biorreactores de inmersion temporal se distinguen por utilizar un
método que consiste en humedecer de manera intermitente y por un corto

periodo de tiempo el tejido de una planta con medio de cultivo liquido, seguido
por el secado por gravedad o automatizado.

Estos sistemas de propagacion de plantas utilizan el mecanismo de
adicion y remocion del medio de cultivo liquido en tiempos programados e

16



Instituto Tecnologico de Tlajomulco
. ___________________________________________________________________________________________________________________________|

intermitentes, lo que evita problemas de asfixia e hiperhidricidad (tejidos con alto
contenido de agua), los dafios mecénicos, con lo que se logra un aumento en la
eficiencia de la micropropagacion, dado por el incremento de los ritmos de
produccion y la calidad de las plantas propagadas. Con este sistema se provee
a todos los tejidos bajo cultivo de un 6ptimo contacto con el medio de cultivo
durante un periodo de tiempo muy corto y con unadeterminadafrecuenciadiaria,

lo que aceleralos procesos de formacion, desarrollo y proliferacion de plantulas.

Eltiempo y frecuencia de inmersion tienen gran importancia, tanto para la
asimilacion de los nutrientes por los tejidos vegetales, como en la renovacion de
la atmdsfera interna del recipiente de cultivo. Pero también, son determinantes
para el éxito de la propagacion con este sistema, el tamafio del biorreactor, el
volumen del medio de cultivo y la densidad de los tejidos cultivados (Muiiiz,
2018).

11.7.2 Factores que afectan los sistemas de inmersion temporal
(SIT)

La estrategia para establecer un cultivo en SIT consiste en utilizar
explantes provenientes de cultivo in vitro a fin de eliminar el problema de la

contaminacion microbianay las consiguientes pérdidas de cultivo.

Sin embargo, particularmente en especies lefiosas, los explantes (nudos,
brotes) portan bacterias u hongos enddgenos que proliferan muy rapidamente
una vez expuestos al medio liquido. Esto, junto con un namero relativamente
grande de explantes colocados en cada recipiente, es la causa principal de las
pérdidas como en el cultivo de eucalipto SIT (Watt et al., 2006). Por lo tanto, en
grandes actividades comerciales, las implicacionesde costos de tales incidentes

pueden ser extremadamente graves.

La tactica mas cominmente empleada es tratar los explantes con o
incorporar antibiéticos y biocidas como PPM ™ (Plant Cell Technology,
Washington, DC) en el medio. Aunque a menudo tienen éxito, los antibioticos
son caros, tienen condiciones de pH Optimas y se degradan rapidamente
(McAlister et al., 2005; Lunaetal., 2008).
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1.1.8 Planteamiento del problema

El fruto del agrillo presenta una alta demanda para elaborar productos
alimenticios de consumo por los habitantes de Arandas, Jalisco. Debido a que
en la actualidad no se tiene establecido un cultivo de plantas de agrillo, se
dificulta garantizar su disponibilidad durante todo el afio ya que es un fruto de
temporada y el principal problema es que al ser una especie silvestre se
desconoce la ubicacion exacta de las plantas, las cuales se encuentan
principalmente en cerros de la region, ademas que la recoleccion del fruto es
dificil por la baja produccién que se tiene por planta, por lo que es necesaro
recorrer largas distancias para poder cosechar las cantidadesrequeridasde este
fruto para el mercado local.

El establecimiento de la especie en diversas zonas se ha visto afectada
por el bajo porcentaje de germinacion de la semilla, aunado a la escases de
semilla para la propagacién de la especie debido a la recoleccion del fruto, por
otro lado el uso de suelo para la explotacion agricola repercute en la dificultad
de encontrar plantas de agrillo, ya que el establecimiento de un cultivo comercial
implica aplicaciones de herbicidas o eliminacion de cualquier planta ajena al
cultivo que se pretende establecer, provocando una disminucién en la poblacién
silvestre de plantas del agrillo, y como consecuencia una baja disponibilidad de
fruto e incremento del costo.

Es necesario conocer y establecer diversas estrategias de propagacion
de la especie. Con las cuales se puedan generarplantas productivas que puedan

satisfacer la demanda de fruto y mantenerlos costos de venta.
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1.1.9 Justificacion

El uso de técnicas como el cultivo in vitro, donde se generan plantas a
partir de células o tejidos se considera una herramienta fundamental de la
biotecnologia vegetal. Disponer de estas técnicas nos permite la regeneracion
de plantas para la propagacion, saneamiento y conservacion de material vegetal
(Celestino et al., 2005).

Por lo anterior se propone la generacion y establecimiento de un protocolo
para la propagacion de plantas de agrillo in vitro en medio semisélidoy en un
sistema de inmersion temporal (SIT) que nos permita obtener plantas sanas,
acortar los periodos de propagacion y tener una alternativa a los métodos

convencionales de propagacion, con la finalidad de generar plantas de agrillo
para personas interesadas en establecer un cultivo de la especie.
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1.1.10 Hipétesis

El uso de biorreactor Sistemas de inmersion temporal (SIT) incrementa la
eficiencia de la propagacion in vitro de plantas de Agrillo (Rhus allophylloides)
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1.1.11 Objetivos

11111 Objetivo general

Establecer un protocolo para regeneracion de plantas de Agrillo (Rhus

allophylloides) por medio de biorreactores de inmersion temporal

1.1.11.2 Objetivos particulares

. Establecer protocolo de desinfeccion de explante (semilla) de Agrillo

. Evaluar el efecto de reguladores de crecimiento en la germinacion de
semillas en medio semi sélido

. Establecer un protocolo de propagacion in vitro de las plantulas de Agrillo

. Determinar los tiempos de inmersion temporal Optimos para la
propagacion in vitro de Agrillo
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2. CAPITULO2.

2.1 Germinacién de semillas de agrillo (Rhus allophylloides) en
condiciones in vitro

2.1.1 Resumen

En el presente capitulo se evaluaron el efecto de bencilaminopurina (BAP)
y acido indol butirico (AIB), para la germinacion de semillas de Rhus
allophylloides en condiciones in vitro, se realizé un protocolo de desinfeccion
para el establecimiento en medio semisélido MS (adicionado con 30 g L1 de
sacarosa, 3 g L' de Gelrite® a diferentesconcentracionesde BAP (0, 0.5, 1, 1.5,
2 mg L) solo y combinado con AIB (0.5 mg L™1), durante 15 dias se llevé a cabo
la evaluacién del porcentaje de germinacién y se calcul6 el indice de velocidad
de germinacion (IVG). Se obtuvo un porcentaje de germinacién en el control de
45.8%, mientras que la mayor germinacion se obtuvo en los tratamientos que
tenian solamente BAP (79.2-87.5 %), en los tratamientos combinados con AIB
0.5 g L1, disminuyé el porcentaje de germinacién (58.3-75%), en la evaluacion
el mejor porcentaje de germinaciéon se obtuvo con el tratamiento T2 (0.5 mg L1)
con 87.5% y el valor mas alto de IVG (1.4). La finalidad de estos experimentos
fue encontrar la mejor combinacion de reguladores de crecimiento para

promover la germinacion in vitro de agrillo.

Palabras clave: Rhus allophylloides, semilla, reguladores de crecimiento,

germinacion in vitro

2.1.2 Introduccién

Una de las técnicas biotecnoldgicas es el establecimiento de embriones
cigoticos en condiciones asépticas en cultivo in vitro. Esta estrategia nos permite

acelerar y facilitar la germinacion de las semillas en condiciones éptimas, la cual
incrementa el porcentaje de germinacion a diferencia de los métodos
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convencionales. Dentro de esta técnica se pueden eliminar diversos
componentes para inducirlapronta germinacion de semillasmaduras en letargo,
superando las restricciones ocasionadas por la cubierta de la semilla o del
endospermo (Hartmann, 1992), con el fin de obtener una planta viable (Pierik,
1990).

Las citoquininas son empleadas para inducir el crecimiento de brotes en
muchas especies de plantas, ya que se encargan de promover la division celular
y promover la expansion celular (Nikolic et al., 2006). Siendo la 6-
bencilaminopurina (BAP),unacitoquininaque sederiva de laadenina, su funcion
es promover el crecimiento, division y elongacion de las células. Ademas de
promover la germinacién yregularel crecimiento de las raices e inhibirel proceso

de envejecimiento de las hojas.

Las auxinas son reguladores de crecimiento que pueden promover el
alargamiento y division celularin vivo a concentraciones tan bajas como 0.01
umol L1, El acido a-naftalenacético (ANA), una auxina sintética, se utiliza
ampliamente en horticultura para estimular la formacion de raices adventicias.
Otras auxinas sintéticas como el acido indol butirico (AIB) y el acido indol-3-
acético (AlA) se utilizan parala formacion de raices a partir del tallo, lo cual es
una practica comun para el enraizamiento, asi como la germinacion in vitro de
semillas y crecimiento de plantulas en algunas especies (Acosta et al.,2000;
Bandurski etal., 1993).

Sereporta que la semillacuenta con unacubiertaendurecidaquedificulta
la germinacion y propagacion de la especie, ademas presenta una baja calidad
de las semillas debido a los dafios asociados principalmente por insectos. Otro
problema es el constante crecimiento de la zona urbanay el cambio en el usode
suelo, que han afectado significativamente las zonas naturales de héabitat de la

especie (Quintana-Camargo, 2016).

Por lo anterior es indispensable generar estrategias de propagacion,
conservacion y replantacién de la especie. Por lo que en este trabajo se enfoca

a encontrar la concentracion y combinacion de reguladores de crecimiento para
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promover la germinacion de semillas, evaluando la bencilaminopurina
(citoquinina)y el acido indol butirico (auxina).Porloque en este trabajo se evalud
el efecto del BAP y AlA en la germinacion de semillas cigoticas de agrillo in vitro
en medio semisdlido, con el objetivo de determinar la mejor combinacién de
reguladores de crecimiento para incrementar el porcentaje y velocidad de
germinacién de semillas.

2.1.3 Metodologia
2131 Material vegetal.

Se colectaron frutos en la region de Arandas, Jalisco, México. El fruto de
agrillo fue despulpado para obtener la semilla, los cuales se lavaron con
detergente comercial y se sometieron a un proceso modificado de desinfeccién
en condiciones asépticas (Flores et al., 2008). Las semillas se colocaron en una
solucion defungicida;benomilo1g Lt por 20 minutos, se efectuaron dos lavados
con agua estéril, posteriormente se realiz6 unainmersion en cloro comercial al
30% por 30 min, dos lavados con agua estéril, después se colocaron en alcohal

al 70° durante 3 minutos y finalmente se realizaron dos lavados con agua estéril.

2.1.3.2 Experimento del efecto de reguladores de crecimiento en la
velocidad y porcentaje de germinacién de semillas.

Se colocaron las semillas desinfectadas en medio MS (Murashige y
Skoog, 1962), suplementado con 3 L1 de Gelrite®, sacarosa 3% (p/v), se ajusto
el medio de cultivo a un pH de 5.8 y fueron esterilizados durante 20 minutos en
unaautoclave a 121°C a 1.5 atmésferas de presion. Para evaluar el efecto de
los reguladores de crecimiento en la germinacién del agrillo, se agregaron
diferentes concentraciones de bencilaminopurina (BAP) y acido indol butirico
(AIB) para cada tratamiento (T) como se indica a continuacion: T1. Control, T2.
0.5 mgL1BAP, T3. 1 mgL! BAP,T4. 1.5 mgL-! BAP, T5. 2.0 mgLt BAP, T6. 0.5
mgL-1 AIB, T7. 0.5 mgL1 BAP + 0.5 mgL1 AIB, T8. 1 mgL-* BAP + 0.5 mgL! AIB,
T9. 1.5 mgL! BAP + 0.5 mgLt AIB, T10. 2 mgL! BAP + 0.5 mgL! AIB. La
germinacion de semillas se registrd diariamente durante 15 dias, se mantuvieron
a 24+2°en condiciones de obscuridad, se considero que la semilla estaba
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germinada cuando se apreciaba la salida de la radicula. Se calcul6 el porcentaje
de germinacion y el indice de velocidad de germinacion IVG (Maguire, 1962). El
proceso de germinacion de semillas para la formacion de plantulas se clasifico
en cinco etapas de desarrollo (cuadro 2.1). Las semillas se consideraron
germinadas, cuando se observo el rompimiento del endocarpio por el crecimiento
radicular del embrién cigético (etapa 1, Figura 2.1B). El porcentaje de
germinacion de semillas para cada tratamiento se calcul6 dividiendo la cantidad

de semillas en etapa 1 entre la cantidad total de semillas por cien.

2.1.3.3 Disefio experimental y analisis de datos.

Se empled un disefio experimental completamente al azar los datos
presentados corresponden a 4 repeticiones con 6 semillas cigéticas para cada
tratamiento. Los datos obtenidos durante el experimento se sometieron a un
andlisis de varianza (ANOVA). La comparacién de medias se determiné por la
prueba estadistica LSD (P<0.05).
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2.1.4 Resultados

2141 Germinacion de semilla

Se establecieron las etapas de desarrollo morfolégico de R. allophylloides
desde el embrion hasta las plantulas (figura 2.1 A — F). Durante el proceso de
germinacioén los primeros dias, el endocarpio endurecido comenz6 a abrirse
debido a la hidratacion y las condiciones de alta humedad (aproximadamente

95% HR) en los medios de cultivo.

Cuadro 2.1 Germinacion de semillas y etapas de formacion de plantulas de Rhus
allophylloides.

Etapa Descripcion
0 No hay crecimiento del embrién, endocarpio endurecido
1 Emergenciaradicular (germinacién)
2 Crecimientoy emergencia de cotiledones
3 Desarrollo radicular
4 Formacion de primeras hojas verdaderas

La germinacion de semillas de R. allophylloides comenzd con la
emergencia radicular del embridén a partir del endocarpio (etapa 1; ver cuadro
2.1), en un tiempo aproximado de 5 dias después de la siembra (figura 2.1B).
Después de la germinacion, se desarroll6 el hipocétilo y los cotiledones al dia 15
(etapa 2, ver cuadro 2.1, figura 2.1C-D) y al mismo tiempo se desarrollé el
sistema radicular (etapa 3, ver cuadro 2.1 y figura 2.1E). Posteriormente se
formaron las primeras hojas verdaderas aproximadamente al dia 30 después de

siembra (etapa 4, ver cuadro 2.1 y figura 2.1F).
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— Figura 2.1. Germinacion

- de semilla in vitro.
. (A) etapa 0, no hay

germinacion; (B) etapa 1,
emergencia radicular =
germinacion; (C-D) etapa
2, crecimiento de
hipocatilo y emergencia
de cotiledodn: (E) etapa 3,
desarrollo radicular; (F)
etapa 4, Formacion de
primer par de hojas.
Escala: 0.5 cm

2.1.4.2 Evaluacion de reguladores de crecimiento

Como resultadosen la adicion de reguladores de crecimiento en el medio,
durante el proceso de germinacion se observo que el control present6 el menor
porcentaje (45.8%) y el menor indice de velocidad de germinacion (0.73), ver
figura2.2; cuadro2.2. Estarespuesta de baja germinacion en el presente estudio
probablemente se deba ala ausenciade reguladoresde crecimiento en el medio,
las cuales pueden ejercer una influencia positiva en la germinacion de las
semillas como se ha descrito en diferentes especies tal es el caso de
Dendrobium chrysotoxum, donde se demostré un aumento en el porcentaje de
germinacion 1.17 veces utilizando cantidades de 2.5 mg L't BAP + 0.8 mg L
AIB (Potshangbam et al., 2014). La combinacién de BAP (0.5 - 2 mg L-!) + AIB
0.5 mg L1 (T7 a T9) promovi6 el porcentaje de germinacién entre 1.4 a 1.5 veces
mas, en el caso de Hylocereus undatus en un medio complementado con BAP 1

mg Lt + AIB 0.5 g L aumento 1.6 veces el porcentaje de germinacion
(Vishnupriya etal., 2019).
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Cuadro 2.2 Porcentaje de germinacion en indice de velocidad de germinacion (IVG)
hasta el dia 15

Tratamiento %Germinacion VG
T1 45.8+0.50¢ 0.73
T2 87.5+0.332 1.40
T3 83.3+0.3820 1.33
T4 83.3+0.382" 1.33
T5 79.1+0.413b 1.26
T6 75.0+0.4432b 1.20
T7 62.5+0.493bc 1.00
T8 70.8+0.462abc 1.13
T9 62.5+0.492bc 1.00
T10 58.3+0.50¢ 0.93

*En el cuadro se presenta el valor de las medias + desviacion estandar (SD).
Letras diferentes denotan diferencia significativa segun la prueba de LSD
(p<0.05).

Se obtuvo unainfluencia positiva con la adicion de BAP sin combinacion
con AIB (T2 a T5) aun en la mayor concentracion. Un efecto similar se observo
en la germinacion de semillas de Lotus corniculatus en el que se demostré un
porcentaje de germinacion de 30% (sin reguladores de crecimiento) y aumentaba
hasta 80% de germinacién en presencia de 0.05 mg L-! de BAP (lbisch, 2003).
También se ha reportado en semillas chile pimiento Capsicum annuum L. un

aumento en la velocidad de germinacion in vitro cuando el medio MS es
suplementado con BAP de 1.5 mg L (Yogesh et al. ,2018).
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—®— T1 (0.0mgL™’ BAP+0.0mgL™" AIB)
—A— T2 (0.5mgL” BAP+0.0mgL”’ AIB)
—@— T3 (1.0mgL”’ BAP+0.0 mgL" AIB)
—p— T4 (1.5mgL” BAP+ 0.0 mgL” AIB)

<O~ T5 (2.0mgL” BAP+ 0.0 mgL™" AIB)
—O=— T6 (0.0mgL™” BAP+0.5mgL" AIB)
—{= T7 (0.5mgL”’ BAP+0.5mgL"” AIB)
~{J= T8 (1.0mgL” BAP+0.5mgL" AIB)
~7= T9 (1.5mgL” BAP+0.5mgL" AIB)

<>~ T10 (2.0mgL™" BAP+ 0.5 mgL™" AIB)
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Figura 2.2 Germinacion acumulada de semillas de agrillo. Influencia del efecto de
BAP a AIB en la germinacion durante 15 dias

Los resultados para el IVG, ver cuadro 2.2, que representa el numero de
semillas germinadas con respecto al dia. Se muestra una mayor velocidad de
germinacion en los tratamientos con BAP resultando el mayor T2. BAP 0.5 mg L-
1. con respecto al control. Porlo que se puede observar la adicién de reguladores

de crecimiento para la germinacién invitro de semillas de agrillo resulta positivo
en aumento de porcentaje y velocidad de germinacioén.

2.1.5 Conclusiones

La adiciéon de BAP al medio semisélido en concentracionesde 0.5 a 2 mg L1
resulto en un mayor porcentaje y velocidad de germinaciéon a diferencia de su

combinacion con 0.5 mg L-tde AIB.

El uso de reguladores de crecimiento tiene un efecto positivo en la germinacion
de semillas de agrillo, con un aumento de hasta 41.7% en el tratamiento con 0.5
mgL-1 BAP con respecto al control, los resultados obtenidos demuestran la
adicion de los reguladores de crecimiento evaluados promueven el porcentaje y

la velocidad de germinacion in vitro en el cultivo de agrillo.
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3. CAPITULOS3.

3.1 Establecimiento de protocolo de propagacion de agrillo (Rhus
allophylloides) en condiciones in vitro

3.1.1 Resumen

La micropropagacion fue establecida a partir del cultivo de microesquejes
obtenidosde plantulasde dos meses de edad generadasen condicionesin vitro.
En este capitulo se inici6 con la optimizacion de las condiciones y evaluacion de
los reguladores de crecimiento para la multiplicacion invitro de plantas del agrillo.
Se establecieron explantes (microesquejes) en medio de cultivo MS y se
evaluaron condiciones de intensidad de luz e intercambio gaseoso (sistemas
cerrados/semiabiertos) que afectan el desarrollo de la plantula. Los mejores
parametros de desarrollo de la plantula se presentaron en el sistema semiabierto
y con 32 umol m2 s'1 PPFD de intensidad de luz, por lo que se utilizaron dichas
condiciones para evaluar el efecto de citoquinina (BAP) y auxina (AIB) en los
diferentes reguladores de crecimiento para la generaciéon de brotes y raiz en el
cultivo in vitro, obteniéndose la mejor respuesta con 1 mg L-! de BAP con 2.83
nimero de brote y solo el TM6 con 0.5mg L1 de AIB a los 30 dias de cultivo
iniciaba la generacion de raiz. Por lo cual se establecié un experimento con
diferentes concentraciones de BAP, AIB y ANA (acido naftalenacético) para
inducirla generacion del sistema radicular, el mejor tratamiento fue el TR2 con
0.5mg L1 de AIB y 0.2 mg L1 de ANA, presentando un 70% de explantes con
raiz y 1.34 cm longitud de raiz.

Palabras clave: Rhus allophylloides, intercambio gaseoso, reguladores de

crecimiento, cultivo in vitro

3.1.2 Introduccidon

El fruto del agrillo tiene unaimportancia econdmica en la regién Altos de
Jalisco, es utilizado para la elaboracion de diversos productos alimenticios,

actualmente se tiene la problematica que al ser una especie silvestre se dificulta
la ubicacion de la plantay recoleccion del fruto, por lo anterior se propone
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generar estrategias de propagacion, encontrando una alternativa en el cultivo in
vitro.

Para el cultivo in vitro se deben mantener condiciones ambientales
favorables semejantes a las naturales. La luz, la temperatura y la humedad
relativa son los principales factores del ambiente que inciden sobre los cultivos
(Vidalie, 1986). Para tener unarespuesta para el desarrollo in vitro se tiene la
influencia de otros tres factores principales: la fisiologia del donante, las
manipulaciones in vitro y la fisiologia del estrés en plantas in vitro (Benson,
2000). Un factor de estrés provoca que las células vegetales puedan dividirse

dando una desdiferenciacién celular acompafiada de crecimiento tumoral, que
da lugara una masade célulasindiferenciadas denominada callo.

El comportamiento de muchos cultivos depende de la calidad, intensidad
y fotoperiodo de la luz que reciben, dado que varias enzimas involucradas en el
desarrollo y en el metabolismo secundario son influenciadas por la luz. La
mayoria de los cultivos desarrollan aunaintensidad luminosa entre 5 a 25 W/m?
(1000 a 5000 lux). Si bien la calidad de la luz puede determinar diferentes
respuestas morfogénicas, en general se utiliza luz blanca. El fotoperiodo
habitualmente utilizado es de 16 horas de luzy 8 horas de oscuridad, aunque

algunos cultivos requieren oscuridad (Marin, 1993).

El cultivo de tejidos puede promover efectosinhibitorios interactivos entre
las hormonas exégenas y enddgenas que puede estar asociada con la
sobreproduccién y acumulacién de etileno en el recipiente de cultivo. El etileno
esta involucrado en muchas respuestas morfogenéticas (Kumar, 1998) que
pueden promover e inhibir la morfogénesis in vitro. Las tasas de crecimiento,
desarrollo y muchas de las caracteristicas fisioldgicas y morfologicas de las
plantas formadas in vitro estan influenciadas por el ambiente fisico, quimico y
gaseoso de los recipientes (Kozai, 1992). Por lo tanto, el estudio y control del
ambiente de los cultivos también incidira positivamente en la optimizacion de los
procedimientos de micropropagacion.
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Los medios de cultivo in vitro pueden contener sustancias sintéticas
similares a las hormonas vegetales denominadas reguladores de crecimiento
vegetal, los cuales son importantes en el metabolismo, distribucién de los
solutos, en el crecimientoy fisiologia de la plantaregulandola expresidn genética

interna al igual que las hormonas naturales (Bisht, 2018; George et al., 2008).

Para el cultivo in vitro los reguladores de crecimiento vegetal mas
importantes son las auxinasy citoquininas, porque controlan la ramificacion de
los brotes, la formacion y mantenimiento de los meristemos, la formacién de

raices y otras funciones (George et al, 2008; Su, Liu & Zhang, 2011).

Las citoquininas son hormonas que juegan un papel central en la
regulacion del ciclo celularde la plantay en numerosos procesos de desarrollo.
Skoog y Miller (1965) descubrieron las citoquininas como factores que
promueven la division celular (citocinesis). La primera citoquininadescubiertafue
un derivado de adenina (aminopurina) llamado kinetina (6-furfurilaminopurina),
gue se aislé como un producto de degradacién del ADN. La primera citoquinina
natural comun identificada se purificé a partir de granos de maiz inmadurosy se
denomind zeatina (6- (4-hidroxi-3-metilbut-2-enilamino) purina. Las citoquininas
estan presentes en todos los tejidos vegetales. Son abundantes en la punta de

laraiz. brote de apice y semillas inmaduras. Su concentracion enddgena esta en
el rango bajo de mg / L (Hartmann et al, 2007).

Aungue hay varias especies que no necesitaban hormona exégenaen el
cultivo inicial, pero la mayoria de las plantas necesitan poca cantidad de

citoquinina para apoyar el crecimiento del meristemo (Dixon y Gonzales, 1995).

Las citoquininas que se utilizan principalmente en el cultivo de tejidos
vegetales son BAP (6-bencilamino purina). Esto se debe a que BAP es mas
estable que otras citoquininas, mas dificil de oxidar por la luz, méas barato y facil
de obtener (Koning, 1994). BAP también es mas efectivo porque tiene mas
capacidad para promover otras sintesis hormonales (Uranbey, 2004). El uso de

BAP en plantas generalmente varia de 1.0 a 3.0 mg / L. Sila concentracién es
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demasiado alta, puede causarun retraso en el brote, lo que impide el crecimiento
de la planta, pero el efecto variara segun las especies (George, 2000).

Se hace mencion que, en la etapa inicial de cultivo, la auxina
generalmente noes necesariasi se compara con la citoquinina, pero si se agrega
en una pequefa cantidad, combinada con la aplicacién de citoquinina, puede
producirun resultado positivo en el desarrollo del sistema radicular (Hall, 1999).
La proporcion de auxina a citoquinina determina el tipo de cultivo establecido o
el tipo de regeneracion (Herman, 2006).

La proporcion generalmente difiere segun los géneros y las especies en
términos de sensibilidad de la planta a las hormonas. Razdan (2005) hace
referencia en la aplicacién de la hormona en etapas criticas en el cultivo de
meristemos y la punta del brote.

La proporcion de auxinay citoquininas es un determinante en la formacion
de meristemos, por lo que es fundamental encontrar el equilibrio hormonal para
estimularla formacion de brotes y raices. Cabe mencionar que dependiendo del
género, especie y cultivar, asi como la etapa de desarrollo de la planta madre
donde se toma el explante inicial para el cultivo in vitro, asi como los niveles
hormonalesenddgenos propios del explante y su interaccion con los reguladores
de crecimiento adicionados al medio de cultivo son factores que van afectar la
respuesta morfogénica del tejido vegetal en cultivo in vitro, por lo que es
importante realizar evaluaciones con los diferentes reguladores de crecimiento
variando las concentraciones y con la finalidad de encontrar la mejor
combinacion de reguladores de crecimiento para el método de propagacion
elegido para la especie en particular .

La auxinaes unahormona que participa en el alargamiento de laraiz y la
formacion de raiz adventicia. (Ameena y Khaleed, 2009) La auxina también
causa senescencia de frutos y hojas, inhibiendo el crecimiento lateral de los
brotes e inhibiendo la multiplicacion de brotes. En el cultivo de tejidos, la auxina
se usa principalmente para promover el crecimiento de laraiz de la plantay la

raiz adventicia (Razdan, 2005). Al igual que otras hormonas, su concentracion
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diferente también resulta en resultados diferentes dependiendo de las especies
y géneros de plantas.

Un mejor sistema de enraizamiento proporcionard a la planta una mayor
capacidad para absorber nutrientes. La auxina puede causar senescencia de
frutos y hojas e inhibir el crecimiento lateral de los brotes. Esto se debe a que
unaalta concentracion de auxina puede estimularla produccién de etileno, que
causatodos los sintomas anteriores (Jaafar et al, 1999). En el cultivo de tejidos
vegetales, la auxina mas utilizada es IAA (acido indol-3-acético) y NAA (acido a-
naftaleno acético). IAA es la auxina nativa que se produce naturalmente,
mientras que NAA es la auxina producida sintéticamente. Sin embargo, IAA es
mas inestable porque su estructura quimica tiende a modificarse facilmente.
George (2000) declar6 que NAA se usa generalmente en cultivo de células
vegetales en un rango de concentracion de 0.01-1.0 mg / L para inducir el
enraizamiento. Por encima de esta concentracion, el enraizamiento puede

inhibirse debido a la formacion excesiva de callos.

En el caso de la multiplicacion in vitro en plantas del género Rhus sp. ha
sido poco estudiada, se encuentran trabajos que abordan estudios sobre el
cultivo de tejidos de este género (A. Safarnejad, 2011; Borschevskyi, 2013), y
hasta el momento no se han encontrado trabajos que reporten la
micropropagacion de Rhus allophylloides. Por lo que el objetivo del presente
trabajo fue optimizar las condiciones de vitroplantas de agrillo, asi como
determinar el efecto de los reguladores de crecimiento en la multiplicaciény
enraizamiento en condiciones invitro de plantas de Rhus allophylloides. Con el

fin de establecer un protocolo de regeneracion de plantas de Agrillo.

3.1.3 Metodologia
3.13.1 Material vegetal.

Se colectaron frutos en la region de Arandas, Jalisco, México. El fruto de

agrillo fue despulpado para obtener la semilla, los cuales se lavaron con
detergente comercial y se sometieron a un proceso modificado de desinfeccién
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en condiciones asépticas (Flores et al., 2008). Las semillas se colocaron en una
solucion defungicida;benomilo 1g L1 por 20 minutos, se efectuaron dos lavados
con agua estéril, posteriormente se realiz6 unainmersiéon en cloro comercial al
30% por 30 min, dos lavados con agua estéril alcohol al 70° durante 3 minutosy
finalmente se realizaron dos lavados con agua estéril. Para la germinacion de
semillas se mantuvieron 15 dias a 24+2°C en condiciones de obscuridad.

3.1.3.2 Experimento de la evaluacion de sistemas abiertos/cerrados
e intensidad de luz.

Se realizo la germinacion in vitro de semillas de agrillo, después de 60
dias se generaron plantulas in vitro de las cuales se extrajeron secciones de
entrenudos (microesquejes) con 3 nudos iniciales para cada explante. Para la
evaluacion del desarrollo de plantas en medio semisélido se colocaron en medio
MS (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con 3 g L de Gelrite®, sacarosa
3% (p/v) y polivinilpirrolidona (PVP) 1 g L1, se ajusté el medio de cultivo a un pH
de 5.8 y fueron esterilizados durante 20 minutos en una autoclave a 121°Ca 1.5

atmosferas de presion.

Dentro de los sistemas establecidos se evaluaron los siguientes
tratamientos: TC1. Sistema cerrado, con 57 pmol m2s1 PPFD (Densidad de flujo
de fotones fotosintético); TC2. Sistema cerrado, con 32 umol m2 s* PPFD; TC3.
Sistema semiabierto (intercambio de gases), con 32 pmol m2 st PPFD y TCA4.
Sistema semiabierto, con 57 umol m-2 s PPFD. Se realizaron evaluaciones a
los 30 y 60 dias en los diferentes tratamientos, se consideraron las siguientes
variables de desarrollo en los explantes: longitud del explante (LE), numero de

hojas (NH), formacion de raiz (R) y un factor adverso para el desarrollo como es
la formacion de callo (C).
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3.1.3.3 Determinacién de peso fresco y peso seco de los diferentes
sistemas cerrados/semiabiertos e intensidad de luz.

Se realizé un analisis de las plantulas para determinar su peso fresco y
seco a los 30 y 60 dias del cultivo in vitro, se tomaron 4 explantes por cada
tratamiento, las cuales se colocaron individualmente en una balanza analitica
para determinar el peso fresco; después se colocaron en un horno de secado a

50°C por 48hrs. Para posteriormente tomar el peso seco de cada muestra.

3.1.34 Experimento de la evaluacion de reguladores de crecimiento
en la multiplicacion in vitro.

Se realiz6 la germinacion in vitro de semillas de agrillo después de 60
dias se obtuvieron plantulas in vitro de las cuales se extrajeron entrenudos
(microesquejes) con dos nudos por explante y con un tamafo aproximado de
lcm para la evaluacion del desarrollo de plantas en medio semisolido. Se
colocaron en medio MS (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con 3 g L
de Gelrite®, sacarosa 3% (p/v) y polivinilpirrolidona (PVP) 1 g L1 se ajust6 el
medio de cultivoa un pH de 5.8 y fueron esterilizados durante 20 minutosen una

autoclave a 121°C a 1.5 atmosferas de presion.

Se evaluaron diferentes tratamientos para observar el efecto de los
reguladores de crecimiento en el desarrollo del agrillo, se agregaron diferentes
concentraciones de bencilaminopurina (BAP)y acido indol butirico (AIB) para

cada tratamiento para la multiplicacién (TM) como se indica a continuacion:

TM1. Control, TM2. 0.5 mgL-! BAP, TM3. 1 mgL-! BAP, TM4. 1.5 mgL! BAP,
TM5. 2.0 mgLt BAP, TM6. 0.5 mgLt AIB, TM7. 0.5 mgL* BAP + 0.5 mgLt AIB,
TM8. 1 mgL-t BAP + 0.5 mgL! AIB, TM9. 1.5 mgLt BAP + 0.5 mgLt AIB, TM10.
2 mgL1 BAP + 0.5 mgL! AIB. Las variables de desarrollo fueron:longitud (L),
numero de brotes (NB), nimero de hojas (NH), generacion de raiz (presencia o

ausencia), se llevo a cabo un subcultivo alos 30 dias y la evaluacion se realizé
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alos 30y 60 dias del establecimiento, se mantuvieron a 24+2°C en condiciones
de fotoperiodo 16 hrs luzy 8 hrs obscuridad.

3.1.35 Experimento de evaluacion de reguladores de crecimiento
para el enraizamiento in vitro de explantes de agrillo.

Se realiz6 la germinacion in vitro de semillas de agrillo, después de 60
dias se generaron plantulas in vitro de las cuales se extrajeron secciones de
entrenudos (microesquejes) con 3 nudos cada explante para la evaluacion del
desarrollo de plantas en medio semisolido. Se colocaron en medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) al 50% (v/v) de su concentracion, suplementado con
3 g L1de Gelrite®, sacarosa 3% (p/v) y polivinilpirrolidona (PVP)1 g L%, se ajusto6
el medio de cultivo a un pH de 5.8 y fueron esterilizados durante 20 minutos en
una autoclave a 121°C a 1.5 atmésferas de presion. Se establecieron
tratamientos con diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento,
empleando dos tipos de auxinas, acido indol butirico (AIB) y &cido
naftalenacético (ANA), ademas se adicion la citoquinina la 6-bencilaminopurina
(BAP), los tratamientos de la etapa de enraizamiento (TR) se indican a
continuacion: TR1. Control, TR2. 0.5 mgL* AIB + 0.2 mgLtANA, TR3. 1 mgL™!
AIB + 0.2 mgL-l ANA, TR4. 0.5 mgL1 AIB + 0.2 mgL-1 ANA + 0.01 mgL-1 BAP,
TR5. 1 mgL-1 AIB + 0.2 mgLt ANA + 0.01 mgL! BAP.

3.1.4 Disefio de experimento y analisis de datos

3.14.1 Evaluacion de intensidad de luz y aireaciéon (sistemas
cerrados y semiabiertos).

Se realiz6 un disefio experimental completamente al azar los datos
presentados corresponden a cuatro replicados, cada uno con 3 explantes por
tratamiento. El peso seco y peso fresco se determino por cuatro explantes para
cada tratamiento. Los datos obtenidos durante el experimento se sometieron a

un analisis de varianza (ANOVA) y la comparacion de medias se determiné por
la prueba de LSD (P<0.05), ver cuadro 3.1
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3.14.2 Evaluacion de reguladores de crecimiento en la
multiplicacion de plantas de agrillo en cultivo in vitro.

Se realizaron evaluaciones quincenales en los diferentes tratamientos,
realizandose un subcultivo a los 30 dias. Se hizo una medicion en cm de la
longitudyse contabilizo sihubo generacion de brotes, raiz y la cantidad de hojas.
Se empledé un disefio experimental completamente al azar, los datos
presentados corresponden a 12 repeticiones por tratamiento. Los datos
obtenidos durante el experimento se sometieron a un andlisis de varianza
(ANOVA). La comparacion de medias se determiné por la prueba de LSD
(P<0.05), ver cuadro 3.2. El desarrollo de las plantas a lo largo del periodo de
evaluacion se muestra en las (figuras 3.3 a 3.6).

3.1.4.3 Evaluacion de enraizamiento in vitro de agrillo.

Se realiz6 unaevaluacion alos 30 dias en los diferentes tratamientos,
donde se registro la generacion de callo, raiz y longitud de raices. El disefio
experimental fue completamente al azar, los datos presentados corresponden a
10 repeticiones por tratamiento. Los datos obtenidos durante el experimento se
sometieron a un analisis de varianza (ANOVA). La comparacién de medias se
determiné por la prueba de LSD (P<0.05), ver cuadro 3.3 El desarrollo de las

plantas a lo largo del periodo de evaluacion se muestra en la (figura 3.7).

3.1.5 3.3 Resultadosy discusién

3.151 Evaluacion de intensidad de luz y aireacion (sistemas
cerrados y semiabiertos)

Durante la evaluacion los tratamientos TC1, TC2 y TC4 en el dia 30 de
cultivopresentaron 2.13, 2.6 y 2.43 cm de longitud del explante respectivamente,
mientras que en TC3 se presentd 3.0 cm de longitud del explante presentando

diferencia significativa con TC1. A los 60 dias de cultivo los tratamientos TC1 y

TC2 tuvieron un incremento menor de 1.38, mientras que los tratamientos TC3 y
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TC4 son los que presentaron mayor incremento en la longitud del explante de
142 y 1.38 respectivamente. Se registrd0 la generacion de nudos en los
tratamientos TC2, TC3 y TC4, no hubo diferencia significativa al dia 30. Sin
embargo, al dia 60 se observé que en TC1 y TC2 no tuvieron generaciéon de

nudos, en cambio TC3 y TC4 continuaron generando nudos.

Los tratamientos TC3 y TC4 presentaron el mayor numero de hojas 5 y
4.5 respectivamente mientras que los tratamientos TC1 y TC2 generaron muy
pocas hojas ver cuadro 3.1, en cuanto al desarrollo de raiz solamente lo
presentaron los explantes del TC3 y TC4. Se observo la generacion de callo el
cual solamente lo presentaron TC1y TC2, en general estos resultados muestran
que el uso de un sistema cerrado tiene un efecto negativo en el desarrollo de la
planta, una probable explicacion es que podria existir la acumulacion gases:
CO2, etileno y vapor de agua en el sistema (Zobayed,2001). Se ha observado
qgue en el caso de la propagacion de plantas de chile habanero (Capsicum

chinense) la acumulacion de etileno causa un efecto negativo, afectando el
desarrollo de los procesos de morfogénesis (Santana etal., 2006).

En el caso de plantas de agrillo en los sistemas cerrados se observa que
el explante no presenta desarrollo (figura 3.1 A-H) y a partir del dia 30 se empieza
a desarrollarun callo color blanco alo largo del tallo, el cual podria ser efecto del
estrés causado por la acumulacion de etileno que es unahormona vegetal que
inhibe el crecimiento, la diferenciacion y, en algunos casos promueve la
senescencia de plantas, célulasy tejidos cultivados a concentraciones tan bajas
como 0.01 pl 1 (Kozai, 1992). Por ejemplo, en el cultivo in vitro de brotes de
Ficus lyrata, la acumulacion de etileno fue acompafiada por una disminucion en
el area de la hoja y un aumento en la formacion de callo (Buddenford y
Woltering,1994).
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Cuadro 3.1 Efecto de intensidad de luz y aireacion en el desarrollo de plantas de

agrillo a los 30 y 60 dias de cultivo in vitro

Tratamiento 30 dias de cultivo
LE* [cm] NN* NH* R [%]* C
TC1 2.13+0.50° | 3.60+0.54° | 0.00+0.00° | 0.00+0.00°
TC2 2.60+0.843 | 3.80+0.832" | 0.00+0.00° | 0.00+0.00° +
TC3 3.00+0.742 | 4.60+0.542 | 2.75+1.212 | 0.33£0.512 -
TC4 2.43+0.9130 | 4.40+0.5430 | 2.41+1.442 | 0.00+0.00° -
Tratamiento 60 dias de cultivo
LE* [cm] NN* NH* R [%]* C
TC1 2.35+1.02° | 3.60+0.54° | 0.80+1.68P | 0.00+0.00° +
TC2 2.95+1.443 | 3.80+0.83° | 0.00+0.00° | 0.00+0.00° +
TC3 4.28+1.012 | 5.40+1.142 | 5.00+1.052 | 0.80+0.442 -
TC4 3.36+2.123 | 520+0.832 | 4.50+2.502 | 0.20+0.44° -

*En el cuadro se representa la media con la desviacion estandar, letras diferentes entre columnas

denotan diferencia significativa (P<0.05) para la prueba LSD.

En cuanto a la concentracién de flujo de fotones fotosintéticos se puede
observar que los tratamientos TC1 y TC4 con 57 pmol m2 s'1 PPFD presentaron
una menor longitud del explante comparado con su contraparte TC2 y TC3
respectivamente (con 32 umol m2 s’ PPFD). Al comparar los tratamientos TC2
con TC1 y TC3 con TC4 se presenta una diferencia de 0.6 y 0.92
respectivamente en el dia 60 de cultivo in vitro, esta diferencia puede estar
causada por la diferencia de intensidad de luz. En plantas de agrillo en cultivo in
vitro parece favorecer el desarrollo de la planta la concentracion de flujo de
fotones fotosintéticos de 32 pumol m2 st PPFD, mientras que a concentraciones
mayores (57 umol m2 s'1 PPFD) parece afectar el desarrollo de la planta in vitro,
aunque en menor proporcion comparada con el efecto de un sistema cerrado.
En el caso del tratamiento TC4 se puede observar que a mayor intensidad de luz
las hojas se empiezan a ver cloréticas (ver figura 3.1 O-P) comparada con el
tratamiento TC3 (ver figura 3.1 K-L).
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Figura 3.1 Desarrollo de plantas de agrillo en los diferentes sistemas de cultivo in vitro

TC1. Cerrado a 57 pmol m2 s* PPFD (A-D); TC2. Cerrado a 32 umol m?2 s PPFD (E-H);
TC3. Semiabierto a 57 umol m2s?* PPFD (I-L); TC4. Semiabierto a 57 umolm=2 s PPFD (M-
P). Dia 15 (A, E, I, M), dia 30 (B, F, J, N), dia 45 (C, G, K, O) dia 60 (D, H, L, P) Escala: 0.5

cm.
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Lo anterior puede ser debido a que la intensidad de la luzy la fuente de

luz son pardmetros importantes queinfluyen en laregeneracion del brote, el peso

fresco y la biosintesis de metabolitos secundarios durante la micropropagacion

de cultivos (Farhadi, 2017). Para el cultivo in vitro de agrillo a implementacion de

un sistema semiabierto (TC3 y TC4) incremento las diferentes variables del

desarrollo como son longitud, nimero de hojas y formacién de raiz comparado

con los otros sistemas cerrados de cultivo in vitro, donde se generaron efectos

adversos en el explante,como la formacion de calloy fenolizacion (figura 3.1 A-

H).

0.25 1

0.20 1

0.10 1

Peso fresco [g]

0.05 1

0.00 T i T

0.15 1 I

-v

N 30 dias
[ 60 dias

05 1.0

TC1

1.5

20

TC2

T
25

3.0

TC3

. -'H 5
35 4.0 4.5

TC4

Peso seco [g]

0.05

0.04 1

0.03

0.02 4

0.00

I 30dias
[ 60 dias

1

0.5

1.0

TC1

1.5

20

TC2

25

3.0

TC3

35

4.0 45

TC4

Figura 3.2 Peso frescoy peso seco a los 30 y 60 dias de desarrollo de las plantulas in vitro

A) Peso fresco. B) Peso seco. Tratamientos: TC1. Cerrado a 57 pumol m2 st PPFD; TC2. Cerrado a 32
umol m2 st PPFD; TC3. Semiabierto a 32 umol m2 s PPFD; TC4. Semiabierto a 57 pmol m2 s

PPFD.

Se determiné el peso fresco y peso seco en los diferentes tratamientos a

los 30 y 60 dias de cultivo. El tratamiento que presentd menor peso fresco en el

dia 30 de cultivo fue el TC3 con 0.015g, mientras que el TC2 presentd el mayor
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peso fresco con 0.06g, sin embargo, alos 60 dias de cultivolos tratamientos TC2
y TC3 incrementaron el peso fresco 3.16 y 12 veces respectivamente, (ver figura
3.2A), este parametro refleja el contenido de agua presente en el tejido. En
cuanto al peso seco a los 30 dias de cultivo los tratamientos con menor peso fue
el tratamiento TC1 y TC4 con 0.004 y 0.008g respectivamente, mientras que el
tratamiento con mayor peso seco fue TC2 con 0.010g. Despuésde 60 dias de
cultivo el tratamiento TC3 presentd mayor peso seco con 0.04g, el tratamiento
TC4 fue el que presentd menor peso seco con 0.011g, reflejando la mayor
generacion de tejido. Los sistemas evaluados presentaron diferencias en peso
fresco y peso seco por explante, para el peso se tuvo una influencia
principalmente en laformacién de raiz y callo, las plantas que presentaban callo
(TC2) aun con ausencia de hojas y raices presentaban mayor peso fresco de
hasta 0.2 g al dia 60 a comparacién de los tratamientos que tuvieron un
desarrollo con ausencia de callo (ver figura 3.1).

3.15.2 Evaluacion de reguladores de crecimiento en la
multiplicacién de plantas de agrillo en cultivo in vitro.

Las diferentesconcentracionesde reguladoresde crecimientotuvieron un
efecto en el cultivo in vitro de agrillo, como se muestra en el cuadro 3.2. Se
observé que lalongitud del explante al dia 30 fue mayor en los tratamientos TM1
y TM2 de 2.68 y 2.91 cm respectivamente, sin embargo, los tratamientos TM3 a
T10 tuvieron un menor incremento de longitud por lo que no presentaron

diferencia significativa entre ellos.

Al dia 60 los tratamientos TM2, TM3 y TM5 fueron los que presentaron

unamayor longitud en el explante y no presentaron diferencia significativa con
TM1, el cual obtuvo una mayor longitud con 3.43 cm.

En cuanto al numero de brote en el dia 30 todos los tratamientos tuvieron
generacion de brotes, destacando TM1 a TM5 los cuales se desarrollaron en un

medio con ausenciade auxinasy tuvieron un promedio de 2 brotes por explante.
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Cuadro 3.2 Efecto de los reguladores de crecimiento en el desarrollo de las plantas de
agrillo a los 30 y 60 dias de cultivo in vitro

Tratamiento 30 dias de cultivo
LE* [cm] NB* NH* R [%]*
™1 2.68+0.49% 2.00+0.89% 3.50+1.042 -
T™M2 2.91+1.032 2.16+0.752 3.33+0.512 -
T™M3 2.28+1.143¢ 2.00£0.63% 3.00+£0.002 -
T™4 1.98+0.44° 2.00+0.89% 3.16+0.402 -
TM5 1.70+0.20° 2.00£1.09% 3.00+0.002 -
TM6 1.70+0.42¢ 1.50+0.83% 3.00+£0.002 -
T™M7 1.90+0.59¢ 1.33+0.51% 3.00+0.002 -
T™MS8 1.95+0.70°%¢ 1.16+0.40° 3.00+0.002 -
T™M9 1.96+0.36"° 1.33+£0.81% 3.00+0.002 -
TM10 1.98+0.43%° 1.33+0.81% 3.00+£0.002 -
Tratamiento 60 dias de cultivo
LE* [cm] NB* NH* R [%]*
™1 3.43+0.68?2 2.00+0.63% 5.33£1.032 -
T™M2 2.91+0.43% 2.16x0.75ab 4.66+1.212° -
TM3 2.95+1.14% 2.83+£1.942 3.50+0.54b¢ -
T™M4 2.33+0.28 2.00+1.09% 3.50+0.54¢¢ -
TM5 2.80+0.443b¢ 2.00+£1.09% 5.33+1.502 -
TM6 1.96+0.48¢ 1.50+0.83° 3.33+0.81 100
T™M7 2.26+0.90P 1.33+0.51° 3.16+£1.72¢ -
T™M8 2.01+0.83¢ 1.50+0.83° 3.50+1.87 -
T™M9 2.01+0.36°¢ 1.33+0.81° 3.16+0.40°¢ -
TM10 2.13+0.50P 1.33+0.81° 3.66+1.03 -

*En el cuadro se representa la media con la desviacion estandar, letras diferentes entre
columnas denotan diferencia significativa (P<0.05) para la prueba LSD.

Al dia 60 a excepcion del TM3. 1 mg L' BAP los tratamientos no tuvieron
desarrollo de brotes nuevos.
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Los resultados obtenidos permiten afirmar que la adicion de citoquininas
al medio de cultivo, en este caso BAP tuvo un efecto favorable para incrementar
la brotacion al igual que Safarnejad (2011) reporto en Rhus coriaria que el medio
MS complementado con 1 mgL1BAP + 0.5 mgL-1IAA fue el mejor medio para la
propagacion de brotes.

El nidmerode hojas en el dia 30 los tratamientos presentaron un promedio
de 3 hojas. En el dia 60 el nUmero de hojas fue mayor en TM1, TM2 y TM5 con

un promedio de 5.33, 4.66 y 5.33 hojas respectivamente y que se puede deber
a la baja cantidad de reguladores de crecimiento que presentaba el medio.

En cuanto al TM3 (ver figura 3.3, I-L), destaco por la formacién y
caracteristicas de los brotes, los cuales presentaron una coloracion verde y
crecimiento adecuado para las caracteristicas deseadas.
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Figura 3.3 Efecto de BAP en el desarrollo de plantulas de agrillo, tratamientos (TM1 al TM3)
TM1. Control (A-D); TM2. 0.5 mg L* BAP (E-H); TM3. 1 mg L* BAP (I-L)). Dia 15 (A, E, |,
M), dia 30 (B, F, J, N),dia 45 (C, G, K, O) dia 60 (D, H, L, P) Escala: 0.5 cm.
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Figura 3.4 Efecto de BAP en el desarrollo de plantulas de agrillo, tratamientos (TM4 al TM6)

TM4. 1.5 mg Lt BAP (A-D); TM5. 2.0 mg L BAP (E-H); TM6. 0.5 mg L™ AIB (I-L). Dia 15
(A, E, I, M), dia 30 (B, F, J, N), dia 45 (C, G, K, O) dia 60 (D, H, L, P) Escala: 0.5 cm.
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[ Figura 3.5 Efecto de BAP en el desarrollo de plantulas de agrillo, tratamientos (TM7 al TM8)
TM7. 0.5 mgL-1 BAP + 0.5 mg L-1 AIB (A-D); TM8. 1 mg L-1 BAP + 0.5 mg L-1 AIB (E-H). Dia 15
(A, E), dia 30 (B, F), dia 45 (C, G) dia 60 (D, H) Escala: 0.5 cm.
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Figura 3.6 Efecto de BAP en el desarrollo de plantulas de agrillo, tratamientos (TM9 al TM10).
TM9. 1.5 mgL-1 BAP + 0.5 mgL-1 AIB (A-D); TM10. 2 mgL-1 BAP + 0.5 mgL-1 AIB (E-H). Dia 15
(A, E), dia 30 (B, F), dia 45 (C, G) dia 60 (D, H) Escala: 0.5 cm.

Para el agrillo, se observaron alteraciones fenotipicas a partir del dia 45y
con un subcultivo, se presentd un cambio de color en la hoja, defoliacién y no se
tuvo la formacién de nuevos brotes (ver figura 3.4. D, H) Estas alteraciones se
explican desde un punto de vista fisiolégico; (Muhitch y Fletcher, 1985)
mencionan que las células, al envejecer el cultivo, aumentan la probabilidad de

sintetizar productos nocivos para el crecimiento vegetal, por lo cual la tasa de
proliferacion disminuye a medida que el numero de subcultivos aumenta.
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Se evalud la generacion de raices, los tratamientos tuvieron generacion
de calloy solamente el TM6. 0.5 mgL-! AIB, obtuvo la generacion de raiz (ver fig.

3.7). Esto se debe a que laauxinano estimulé la proliferacion de brotes, pero si
promueve el crecimiento de la raiz (Filipecki et al, 2005).

Figura 3.7 Desarrollo de callo en el tratamiento TM5 al dia 45 de cultivo in vitro
(A); desarrollo de raiz en el TM6. 0.5 mgL* AIB al dia 60 (B) Escala: 0.5 cm.
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3.15.3 Evaluacion de enraizamiento in vitro de agrillo

En la etapa de multiplicacion la formacién de raices se observé en muy
pocos explantes, demostrandose que se requiere de una etapa para ser

enraizada in vitro, el TM6. 0.5 mg L' AIB fue el tratamiento que obtuvo la
formacion de raiz.

Por lo que se evalu6 un protocolo de enraizamiento in vitro de la especie
Schinus molle L. (Ayala, 2011) perteneciente ala misma familia. En el que utiliza
el 50% de medio MS y la combinacion de dos auxinas; (AIB, ANA) y una
citoquinina (BAP) a diferentes concentraciones. Los resultados se evaluaron al
dia 30 y se muestra el desarrollo del explante, asi como el porcentaje de
generacion y longitud de la raiz principal.

Cuadro 3.3 Efecto de los reguladores de crecimiento en el enraizamiento de plantas de
agrillo a los 30 dias de cultivo in vitro

Tratamiento 30 dias de cultivo

LE*[cm] NB* NN* NH* LR* R

[%]*

TR1 3.13+0.612 | 0.50+0.532 | 3.62+0.74° | 4.25+0.88" | 0.53+0.962 | 37.5
TR2 3.72£0.872 | 0.40x0.512 | 4.80+1.313| 5.33£1.162 | 1.34+£1.012| 70
TR3 3.14+0.982 | 0.30+0.482 | 5.10+1.282| 5.33+1.05% | 0.87+0.692| 70
TR4 3.39+1.142 | 0.30+0.482 | 5.10+£1.282| 5.30+1.052 | 0.89+0.692| 70
TR5 2.87+1.122 | 0.60+0.692 | 4.80+£1.032| 5.00+1.153 | 0.70+0.912| 50

*En el cuadro se representa la media con la desviacion estandar, letras diferentes entre columnas

denotan diferencia significativa (P<0.05) para la prueba LSD.
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Los resultados presentados (ver cuadro 3.3), permiten afirmar que un
medio de cultivo reducido en sales, asi como la adicion de auxinas promueve el
desarrollo de raices. Se observd que la longitud de raiz en el dia 30 para los
tratamientos fue mayor en el TR2 con un promedio de 1.34 cm, logrando ademas
la formacidn de raices secundarias (fig. 3.8 C), sin embargo, no hubo diferencia
significativaentre ellos. Para el porcentaje de enraizamiento hubo un incremento
con respecto al control TR1 entre los tratamientos presentando un 70% de
generacion de raices. El uso de auxinas para la generacion de raiz ha sido
reportado en Rhus coraria el cual presento un porcentaje de enraizamiento de
60% utilizando el medio MS + 1 mg L1 AIB y en Schinus molle L. especie
perteneciente a la familia del género Rhus, logro generar enraizamiento
utilizando el medio MS al 50% de su concentracién al 0.5 mg L-1AIB+ 0.2 mg L"
LANA. (Ayala, 2011; Safarnejad, 2011).

Figura 3.8 Enraizamiento
de plantas de agrillo en
cultivo in vitro.

TR1. Control (A, B);
TR2.0.5mg L' AIB +
0.2 mg Lt ANA (C);
TR3.1mgLtAIB+0.2
mg L't ANA(D);
TR4.0.5mg Lt AIB +
0.2mgL*ANA+ 0.01
mg L BAP (E); TR5. 1
mgL?! AIB +0.2 mgL-!
ANA+0.01 mgL?
BAP(F). Escala: 0.5 cm.
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3.1.6 Conclusiones

El uso de un sistema semiabierto permite el desarrollo normal de plantas
de agrillo a comparacion de los sistemas cerrados donde se genera la formacion
de callo. La variacién de flujo de fotones fotosintético entre 57 a 37 umol m2 s-1
PPFD no afecta el desarrollo de la planta in vitro. De manera general, el sistema
T3. semiabierto a 32 pmol m-2 s-1 PPFD, nos permitira evaluar el efecto de
diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento en la induccion de
brotes y raiz.

La adicién de reguladores de crecimiento tiene un efecto positivo en la
generacion de brote y raiz en el cultivo in vitro de agrillo, La adicion de BAP 1
mg L1 presento una mejor respuesta en cuanto a la generacién de brotes,
caracteristica que es requerida para la micropropagacion. La generacién de raiz
se logré solamente con adicién de auxina: AIB a 0.5 mg L.

Una combinaciéon de reguladores de crecimiento BAP y AIB al medio
semisolido no resulto favorable para el desarrollo de brote y raiz en una sola

etapa, por lo que se sugiere separar en dos etapas: multiplicacion in vitro y
enraizamiento.

Para la etapa de enraizamiento de agrillo en condiciones in vitro la
disminucion del medio MS a la mitad de su concentracion, asi como la adicion

de auxinas, promueven la generacion de raices.
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4. CAPITULOA4.

4.1 Propagaciéonde plantas de agrillo (Rhus allophylloides) por medio
de biorreactores

41.1 Resumen

Actualmente no se tiene un cultivo comercial de agrillo, para establecerlo
es necesario generar estrategias de propagacion de la planta encontrando una
alternativa en el cultivo in vitro. A comparacion de un medio semisolido, el uso
de un sistema de inmersion temporal (SIT) resulta en mayores tasas de
crecimiento ademas que permite la automatizacion del proceso. Se evaluaron
tres diferentestiempos de inmersion (10, 20 y 30 minutos) con unafrecuenciade
inmersion de 6 horas en frascos de vidrio con capacidad de un litro, cada
biorreactor contenia 200 mL de medio de cultivo con 10 explantes por unidad.
Se utilizé el medio de cultivo MS de multiplicacién suplementado con 1 mg L1 de
BAP. Los resultados obtenidos permitieron establecer que el tiempo 6ptimo de
inmersion fuede 20 minutos con unafrecuenciade 6 horas presentando un mejor
desarrollo y generacion de brotes de plantas de agrillo a los 30 dias de cultivo.

Palabras clave: Rhus allophylloides, Sistemas de Inmersion Temporal (SIT),
tiempos de inmersidn

4.1.2 Introduccién

El cultivo de tejidos consiste en tomar pequefias secciones del tejido de
unaplanta o estructuras enteras (explantes) y cultivarlas en medios compuestos
de macronutrientes, micronutrientes, vitaminas y reguladores de crecimiento
para la regeneracion de plantas. Sin embargo, en los protocolos de
micropropagacion en medio semisélido, la fase de multiplicaciéon incluye
numerosos subcultivos que consumen la mayor cantidad de tiempo y recursos

en el laboratorio. El uso de medios liquidos en procesos de micropropagacion se
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considera la solucion ideal para reducir los costos de produccion de plantulasy
permitir la automatizacion (Preil, 2005; Ziv, 2005).

Dentro de las ventajas que proporcionan el uso de medios liquidos son:
condiciones de cultivo uniformes, el medio puede ser renovado facilmente sin
necesidad de cambiar de recipiente, la limpieza del recipiente luego de un
periodo de cultivo es mas facil y se reducen los subcultivos (Adelberg, 2004). Su

uso a menudo resulta en mayores tasas de crecimiento en relacion con el medio
semisolido.

Un biorreactor es un sistema de cultivo usualmente automatizado cuya
principal funcion es proveer al cultivo de un ambiente controlado para lograr las
condiciones optimas para el crecimiento celular y para la produccion de
subproductos de interés comercial provenientes del cultivo.

Los sistemas de inmersion temporal (SIT) son sistemas de -cultivo
periddicos semiautomatizados o totalmente automatizados, basados en ciclos
alternados de inmersion temporal del tejido vegetal cultivadoen el medio liquido,
seguido de drenaje y exposicion del tejido de la planta a un entorno gaseoso. En
la actualidad existen sistemas de inmersion temporal comerciales: RITA® y
MATIS® (CIRAD, Francia), SETIS™ (Vervit, Bélgica), PLANTIMA (A-Tech),
BIOMINT® (CICY, México), MicroRoker (We Vitro, Canada) y algunos disefios
no comerciales: (Berthouly y Etienne, 2005); (Hernandez-Soto et al., 2008;
Georgiev et al., 2014; Morales et al., 2014; Welander et al., 2014; Bello et al.,
2019; Martinez Estrada et al., 2019).

Los SIT aportan una serie de caracteristicas que son benéficas: en
comparacion con otros tipos de biorreactores al evitar la inmersién continua del
material vegetal en el medio de cultivo, este tipo de sistemas proveen una
adecuada transferencia de oxigeno, facilitan los cambios secuenciales y
automatizados del medio de cultivo, reducen la contaminacién microbiana y
tienen un costo menor a la de otros reactores convencionales. (Etienne y
Berthouly, 2002).
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El éxito con los SIT se logra con establecer los tiempos de inmersiony la
frecuencia requerida para cada especie. El contacto intermitente del medio
nutritivo con los explantes proporciona una capa delgada de medio que se
adhiere en toda la superficie del explante por cohesion y se renuevacon cada
inmersion. ademas dichos parametros se encuentran relacionados tanto en la
asimilacion de los nutrientes por los explantes, como en la renovacién de la
atmoésfera dentro del recipiente de cultivo evitando la acumulacion de gases
perjudiciales como el etileno, que promueve la senescencia de los tejidos, asi se
facilita la regulacion de la concentracién de CO2 y se mejora la oxigenacion de
los tejidos, ajustando los tiempos y frecuenciasinmersion se puede eliminar o
controlar la hiperhidricidad, que afectagravemente a los cultivos en medio liquido
(Ashraf et al. 2013).

En general, el periodo de inmersién es corto, de unos minutos, mientras
qgue el periodo de exposicién al aire se prolonga por varias horas. El ajuste
preciso de la duracién de los periodos de inmersion y exposicion puede reducir
significativamente la asfixia del tejido vegetal al crear las condiciones para un
suministro 6ptimo de humedad y nutrientes con un minimo contacto con el
liguido. Por lo tanto, un sistema automatizado SIT para la multiplicacién masiva
de plantas, ofrece nuevas formas de lograr altos rendimientos de plantulas in
vitro, a bajo costo, adecuadas para la investigacion ylas actividades comerciales
(Etienne y Berthouly, 2002; Paek et al. 2001; 2005), ejemplo de ello, son cultivos
como gladiolo Gladiolus spp y Vainilla Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews que,
comparado con el medio semisdlido, el usode biorreactores (SIT) presentan una
mayor eficiencia de multiplicacion de brotes (Chavez et al. 2018; Jericé et al.
2014).

En la presente investigacién se utilizo un SITautomatizado, con el objetivo
de determinar los tiempos de inmersion temporal 6ptimos para la propagacion in

vitro de Agrillo.
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4.1.3 Metodologia
4.1.3.1 Material vegetal.

Se colectaron frutos en la regién de Arandas, Jalisco, México. El fruto de
agrillo fue despulpado para obtener la semilla, los cuales se lavaron con
detergente comercial y se sometieron a un proceso modificado de desinfeccion
en condiciones asépticas (Flores et al., 2008). Las semillas se colocaron en una
solucion defungicida;benomilo 1g L-1por 20 minutos, se efectuaron dos lavados
con agua estéril, posteriormente se realiz6 unainmersion en cloro comercial al
30% por 30 min, dos lavados con agua estéril alcohol al 70° durante 3 minutosy
finalmente se realizaron dos lavados con agua estéril.

4132 Experimento de la evaluacion de tiempos de inmersion en la
propagacion de plantas de agrillo.

Se realiz6 la germinacion in vitro de semillas de agrillo, después de 30
dias se obtuvieron plantulas in vitro para realizar la evaluacién se tomaron
explantes de aproximadamente 3 cm y con el desarrollo del primer par de hojas
verdaderas (figura 4.1). Los explantes y el medio se colocaron en frascos de
vidrio con capacidad de 1L, se adicionaron 200 mL de medio liquido MS
(Murashige y Skoog, 1962), suplementado con sacarosa 3% (p/v) y
polivinilpirrolidona (PVP)1 g L1y 1 mg L ! de BAP, se ajusté el medio de cultivo
a un pH de 5.8 y se esterilizaron durante 20 min en unaautoclave a 121 °C a

1.5 atmosferas de presion.

Se establecieron diferentestiempos de inmersion con unafrecuencia cada
6 horas (4 inmersiones al dia) para cada tratamiento (TB) como se indica a
continuacion: TB1. Control (medio semisolido), TB2. 10 min de inmersién, TB3.
20 min de inmersion, TB4. 30 min de inmersion. Se realiz6 la evaluacion alos 30
dias de cultivo de los siguientes parametros de desarrollo: Longitud del explante
(LE), Numero de brotes (NB), nimero de hojas (NH), Longitud de Raiz (LR),
presencia o ausenciade raiz (+/-).
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4133 Aclimatacion ex vitro.

Para la aclimatacion se utilizé sustrato de germinacion al 100%, las
plantulas se extrajeron de los frascos y fueron sumergidas en unasolucién de
benomilo 2 g L, se afiadi6 RADIX® 10,000 a la raiz y se sembraron en un
contenedor con una cubierta plastica (figura 4.3). Durante 15 dias se retird
paulatinamente la cubierta permitiendo la adaptacién a las condiciones externas.

4.1.4 Disefio experimental y analisis de datos
41.4.1 Evaluacion de tiempos de inmersion.

Se empled un disefio experimental completamente al azar, los datos
presentados corresponden a 3 repeticiones por tratamiento con 10 explantes por
repeticion. Los datos obtenidos durante el experimento se sometieron a un

analisis de varianza (ANOVA). La comparacion de medias se determiné por la
pruebade LSD (P<0.05), ver cuadro4.1.

4142 Aclimatacién ex vitro.

Se determind el porcentaje de supervivencia en la aclimataciéon de los
tratamientos TB1 y TB3 previamente descritos. Se tom6 una muestra de 12
explantes por tratamiento para obtener el porcentaje de aclimatacién, ver cuadro
4.2.
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415 Resultados

El establecimiento en biorreactores se realizO a partir de explantes
generados de la germinacion de semillas en medio semisolido durante 30 dias,
cuando presentaron las primeras hojas verdaderas con una altura aproximada
de 3 cm (figura 4.1A). En el tratamiento TB1 se mantuvieron en el medio
semisolido (figura 4.1B)., mientras que en TB2 a TB4 se utilizé el SIT donde se

transfirieron a medio liquido (figura 4.1C).

Figura 4.1 Establecimiento de los tratamientos en el dia cero del cultivo in vitro

A) Explante inicial; B) TB1. medio semisélido; C) TB2. Sistema de inmersion temporal.
Escala de la barra: 0.5 cm.

4151 Evaluacion de tiempos de inmersion

El tiempo de inmersion en el sistema de inmersién temporal influyé de
forma significativa. Con un tiempo de inmersion de 20 minutosy una frecuencia
de 6 horas, se alcanzaron los mejores resultados para las variables evaluadas:
longitud de explante (9,33), numero de brotes (3.30), numero de nudos (7.30),
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numero de hojas (9.30) con diferencias significativas respecto al resto de los
tratamientos.

Cuadro 4.1. Evaluacion de los tiempos de inmersion para el desarrollo de plantas de
agrillo a los 30 dias de cultivo in vitro.

Tratamiento 30 dias de cultivo
LE* NB* NN* NH* R* LR*
[cm]
TB1 4.60+1.17¢ | 1.30+0.65° | 3.40+0.93" | 4.50+1.22%¢ | + | 2.86+1.122
TB2 7.05+0.74° | 0.93+0.74° | 4.20+0.66° | 5.13+0.77° | + | 2.73+0.29%
TB3 9.33+1.40% | 3.30+2.032 | 7.30+3.05% | 9.30+3.55% | + | 2.50+1.04%
TB4 7.35+1.15° | 1.06+£0.69° | 3.60+0.49% | 3.66+0.47¢ | + | 2.41+0.42°

*En el cuadro se representa la media con la desviacién esténdar, letras diferentes entre

columnas denotan diferencia significativa (P<0.05) seglin prueba de LSD.

Los resultados en los tratamientos donde se utilizO un sistema de
inmersion temporal TB2, TB3 y TB4 presentaron unamayor longitud del explante
comparado con el control en el medio semisolido (TB1). En cuanto al niGmero de
brote, nUmero de nudos y nimero de hojas el TB2 y TB4 presenta valores bajos
y no presenta diferencia significativa con el control (TB1), mientras que el
tratamiento TB3 presenta los valores méas altos en el niumero de brotes, numero

de nudosy numero de hojas con 3.3, 7.3 y 9.3 respectivamente presentando
diferencias significativas comparado con los demas tratamientos.

Se observo un rapido desarrollo dentro del sistema de inmersion temporal,
sin embargo, para TB2 se tuvieron problemas de contaminacion dentro del medio
a los 15 dias del establecimiento, afectando el desarrollo (figura 4.2B),
(Steingroeweret al., 2013). En el caso de TB4 unainmersion de 30min cada 6hrs
en plantas de agrillo se presentaron problemas de hiperhidricidad (figura 4.2D),
se puede observar que presenta un color verde amarillento y genera poco
numero de nudos, ver cuadro 4.1. Martre y colaboradores (2001) describieron
que prolongados periodos de inmersion afectan el desarrollo del material
vegetal, causado por un incremento de la hiperhidricidad y el estrés oxidativo.
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Figura 4.2 Desarrollo de plantas de agrillo a los 30 dias de cultivoen SIT A). TBL.
Control (medio semisolido); B) TB2 en SIT con 10 min de inmersion; C) TB3 en SIT
con 20 min de inmersién; D) TB4 en SIT con 30 min de inmersién. Escala de la barra:
0.5 cm. Biorreactor - SIT (Sistema de inmersién temporal)

Dentro de las ventajas del uso de un sistema de inmersion temporal
encontramos que se genera un intercambio gaseoso el cual proporciona una
mejor asimilacion de los nutrientes, adicionalmente, se da una mejor difusion de
sustancias y disminucion de la humedad relativa, aspectos que reducen la
condicién de estrés (Castro y Gonzalez, 2001), en el caso del agrillo se pudo
observar que en un sistema de inmersion temporal el desarrollo de la longitud

del explante es 2 veces mayor en comparacion a un medio semisadlido.

Escalonay colaboradores (2006) mencionan que esnecesario determinar
eltiempo y la frecuenciade inmersion segun la fase de cultivo para satisfacer los
requerimientos del material vegetal. Se determin6 que dentro de los tiempos de
inmersion evaluados: 20 min cada 6hrs (ver figura 4.2C), obtuvo la mejor
respuesta y por lo tanto una mayor eficiencia en la asimilacion de nutrientes por
los explantes.Basaily colaboradores (2013) reportaron en bananoque un tiempo

de inmersion de 10 min cada 3 hrs generaba un incremento en la tasa de
multiplicacion.
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4152 Aclimatacion ex vitro

La aclimatacion del material vegetal es una etapa fundamental en un
sistema de micropropagacion porque de esto depende la eficiencia del proceso
y la calidad final de las plantas producidas in vitro (Agramonte et al., 1998).

Los tratamientos TB2 y TB4 no fueron evaluados debido a que los explantes
presentaban contaminacion, hiperhidricidad y no lograron llegar al
establecimiento ex vitro. Por lo tanto, se realiz0 el establecimiento de las
plantulas provenientes de los tratamientos TB1 y TB3 en condiciones ex vitro
(figura 4.3), donde se evalud la supervivencia de las plantulas y el porcentaje de

aclimatacion que presentaron,los resultados obtenidos se muestran en el cuadro
4.2.

Cuadro 4.2 Porcentaje de aclimatacion ex vitro de plantas de agrillo en sustrato a los
15 dias

Tratamiento Supervivencia % Aclimatacion
TB1 11/12 91.6
B3 3/12 25

El proceso de aclimatacion se fue ajustando a partir de observaciones, de
acuerdo con los protocolos de aclimatacion, con la finalidad de obtener un alto
porcentaje de supervivencia, una aclimatacion por encima del 80% es
considerada como aceptable. Rohr et al. (2003) indican que el mayor problema
de supervivenciaesla carencia de vigor de la plantay la necrosis de la plantula
se debe a la excesiva pérdida de humedad por efecto de latemperatura durante
la transferencia de plantas micropropagadas en condiciones in vitro (alta
humedad relativa; HR) a condiciones ambientales con bajos niveles de HR.
Debnath (2005) indica que para alcanzar una tasa de supervivenciay rapida

aclimatacion en condiciones de invernadero se debe mantener la humedad
relativa de 90-95%.
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Durante las etapas iniciales del trasplante, el principal cambio que se
realiza en las condiciones de crecimiento de la planta es su transferencia de un
medio rico en nutrientes organicos a un sustrato que proporciona Unicamente
nutrientes inorganicos. En estas condiciones, solo sobrevivirian las plantas que

pueden formar una maquinaria fotosintética funcional para mantener un modo
autotrofo de nutricion.

i &

Figura 4.3 Establecimiento ex vitro de vitroplantas de agrillo al dia cero  TB1. Medio

semisolido (A); TB3 en SIT con 20 min de inmersion (B, C). SIT. Sistema de Inmersion
Temporal

Por la tanto para el establecimiento ex vitro las plantas deben adaptarse,
de una condicion heterétrofa (en donde la fuente de carbono es agregada al
medio de cultivo),a unanutricion autétrofa. El tratamiento TB1. Medio semisolido
resulto favorable en la supervivenciade las plantasalcanzando una aclimatacion

de 91.6% al dia 15, logrando crecimiento y desarrollo en las hojas (figura 4.4 B).
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Figura 4.4 Aclimatacion de vitroplantas de agrillo en condiciones ex vitro

A) TB1 al dia 0 (cero) de aclimatacion ex vitro. B) Tratamiento TB1 al dia 15 de
aclimatacion ex vitro. C-D) Tratamiento TB3 al dia 15 de aclimatacién ex vitro.
TB1. Tratamiento control en medio semisolido, TB3. Tratamiento en biorreactor (SIT)

con 20 minutos de inmersién. Escala: 0.5 cm.

Las plantulas in vitro deben ser de buena calidad y con un sistema
radicular bien desarrollado, porque de ello depende el porcentaje de
supervivencia ex vitro. En el caso de aclimatacion para plantulas provenientes
de biorreactor TB3. 20 min de inmersion (figura 4.4C-D) presento una baja
supervivencia alcanzando una aclimatacion del 25%, lo anterior se puede deber
a las condiciones de desarrollo de la plantulaque presentaba tallos alargados
con una longitud de 9.33 cm, asi como mayor numero de brotes y hoja (figura
4.2 B, C) dificultando su establecimiento por altura y peso las plantas tendian a

doblarse provocando el contacto con el sustrato, generando marchitez y ataque
de microorganismos.
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4.1.6 Conclusiones

Un sistema de inmersion temporal acelera el desarrollo de agrilloy promueve la
generacion de brotes en cultivo in vitro, se establecié un tiempo 6ptimo de
inmersion de 20 minutos con una frecuencia de 6 horas, el cual presenta

generacion de brotes y un crecimiento dos veces mayor a comparacion del medio
semisolido.

Un periodo prolongado de inmersién de 30 minutos cada 6 horas genera
problemas de hiperhidricidad en la planta.

Para la aclimatacion ex vitro, es necesario seleccionar explantes aptos y lavar
para retirar el medio de cultivo, emplear sustratos y agua estériles para evitar el
posible desarrollo de enfermedades fungosas. Ademas de proporcionar alta
humedad en el contenedorempleando cubiertas plasticas para evitar perdida por

evapotranspiracion.

El uso de explantes elongados no resulta favorable para la aclimatacion por lo
que se sugiere tomar en cuenta este pardmetro para el establecimiento ex vitro.
Sin embargo, con un tamafio de explante adecuado es posible lograr mas del

90% de supervivenciaen la aclimatacion.
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5. CAPITULOS5.
5.1 Discusién generaly conclusiones

El agrillo es una especie de gran interés debido a la demanda que tiene
su fruto para la elaboracion de productos alimenticios, al ser una planta silvestre
se dificulta su ubicacién y recoleccion, lo que repercute en la oferta y costos de
venta. Una estrategia para aumentarsignificativamente ladisponibilidad del fruto
radica en establecer cultivos comerciales, para llevarlo a cabo se deben
establecer protocolos de propagacion para la generacién de plantas. El cultivo in
vitro se propone como una alternativa para conseguir este propadsito.

Actualmente existen investigaciones sobre el cultivo in vitro en el género: Rhus
coriaria, Rhus typhina (Safarnejad, 2011; Borschevskyi, 2013).

A partir de los protocolos mencionados se implementaron diversas
estrategias para la multiplicacion y enraizamiento in vitro de la especie Rhus
allophylloides.

En el presente trabajo se realiz6 un protocolo de propagacion in vitro en
medio semisolido y posteriormente un escalamiento en biorreactor en el (SIT)
sistema de inmersién temporal. EI método de propagacion empleado fue via
cultivo de nudos, que consiste en la induccién de brotes adventiciosy raices en
los explantes cultivados a partir de nudos como explante inicial, la propagacion
de microesquejes es un método que garantiza alta uniformidad genéticade las
plantulas. (George y Debergh, 2008).

Para el establecimiento es necesario la selecciéon de un explante
adecuado, los cuales se obtienen de plantas formadas mediante la germinacion
in vitro o explantes ex vitro, en este trabajo se utilizaron microesquejes
(segmentos nodales) provenientes de germinacion in vitro; esta ultima resulta
una estrategia para la generacion de explantes sanos (Fay et al., 1992; Pierik et
al.,1993).
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Los resultados en la germinacion invitro de semillas de agrillo presentaron
un efecto positivo con el uso de reguladores de crecimiento. La adicion de BAP
aconcentracionesentre 0.5 - 2 mg L-! resulta en un mayor porcentaje y velocidad
de germinacién comparado con el control (medio en ausencia de regulares de
crecimiento). Se observé un efecto similar en la especie Lotus corniculatus en el
que se demostrd un porcentaje de germinacion de 30% (sin reguladores de
crecimiento) y con la adicién de 0.05 mg L-! BAP aumento hasta el 80% (Ibisch,
2003).

Después de la germinacion se observdo que las plantulas in vitro
comenzaron a generar callo adventicio causado por algun factor de estrés que
afectaba su desarrollo y posteriormente moria la plantula. ElI desarrollo,
caracteristicas fisioldgicas y morfologicas estan influenciadas por el ambiente
fisico, quimico y gaseoso de los recipientes (Kozai, 1992). Por lo que se
evaluaron posiblesfactores de estrés (intensidad luminicay presenciade etileno)
como resultado se obtuvo que el flujo de fotones fotosintético utilizado entre 57
a 37 umol m2 st PPFD, no fue un factor que afectara el desarrollo de la planta
in vitro; sin embargo, la implementacidn de un sistema semiabierto, permitio el
desarrollo de plantas de agrillo comparado con los sistemas cerrados, debido a
la acumulacion de gases que pudo efectar el desarrollo del explante,
posiblemente etileno (Kumar, 1998).

Debido a los resultados anteriores se implement6 un sistema semiabierto
para la evaluacion de reguladores de crecimiento para la multiplicacion y
enraizamiento in vitro a partir de nudos (explante inicial). Se utilizd una
combinacion de reguladores de crecimiento BAP y AIB en el medio semisdlido,
en cual se logré mayor generacién de brotes con la adiciéon de 1 mg L-: BAP, sin
embargo, a excepcion de 0.05 mg L1 AIB en ningln tratamiento se logré la
generacion de raiz en los microesquejes.
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Por lo anterior se monté un nuevo experimento para inducir el sistema
radicular, logrando generar la mayor longitud y numero de raices en los
microesquejes en un medio de cultivo con una concentracién al 50% del medio
MS con auxinas (0.5 mgL* AIB + 0.2 mgL-* ANA). El proyecto de investigacion
desarrollado en el presente trabajo permitié establecer las condiciones 6ptimas
(sistema semiabierto e intensidad de luz) para el cultivo in vitro de agrillo.

Ademas, se logro establecer un protocolo de regeneracion in vitro en dos
etapas (multiplicacién y enraizamiento). En el caso de Schinus molle L. (Ayala,
2011), especie perteneciente a la misma familia del agrillo, se reportd el
establecimiento de un protocolo de regeneracion de unasola etapa. Por lo que
se sugiere como trabajos futuros la continuacion de la optimizacion del protocolo
de regeneracion del Agrillo, para inducirla generacion de brotes y raices en una
sola etapa.

Con base a los resultados obtenidos en el medio semisolido se realizo un
escalamiento a biorreactores (SIT) sistema de inmersion temporal. Etienney
Berthouly (2002) explican las ventajas de su uso, dentro del presente estudio
destaco que facilito la mano de obra, ahorro de espacioy permitio llevar a cabo
unaautomatizacion. En el presente trabajo se empled el medio MS liquido con 1
mg L1 BAP se obtuvo unaaceleracion en el desarrollo y generacion de brotes
en el cultivo in vitro de agrillo, logrando un crecimiento hasta dos veces mayor a
comparacion del medio semisélido. Seria importante realizar diversas pruebas
en cuanto a la respuesta a diferentes frecuencias de inmersion, ya que en el
presente trabajo se evaluaron los tiempos de inmersién ala misma frecuencia 6

hrs.
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Finalmente se realiz6 la aclimatacion donde se establecieron explantes
provenientes de medio semisélido logrando un porcentaje de aclimatacién de
91.3%, sin embargo, en medio liquido disminuyo a un porcentaje de 25%, esto
podria deberse a las condiciones del explante (tallos delgados y alargados). Para
superar esta dificultad en Castanea sativa se involucra una fase de
endurecimiento, utilizando cubos de lana de roca como soporte para mantener
los explantes en posicién vertical, logrando obtener un mayor porcentaje de
aclimatacion en el medio liquido (Vidal, 2015).

Los resultados presentados en esta tesis muestran el establecimiento de
un protocolo de propagacion in vitro de agrillo, eliminando factores de estrés y
evaluando el efecto de los reguladores de crecimiento para estimular la

germinacion, multiplicacién y enraizamiento in vitro el cual resulto favorable.
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Conbase a los resultados generados en la presente tesis se proponen los
siguientes protocolos (figura 5.1):

A. Protocolo de germinacion de semillas de agrillo en medio semisadlido
en un sistema semiabierto: 1) Etapa de establecimiento. Desinfeccion
de semillas. 2) Germinacion de semillas. Semillas en medio semisélido
MS sin reguladoresde crecimiento, en condicionesde obscuridad durante
15 dias, posteriormente se transfiere a condiciones de fotoperiodo, sin
cambio de medio hasta los 30 dias de cultivo, la duracién de esta etapa
es durante 60 dias. 3) Aclimatacion de plantulas. Establecer plantulas ex
vitro

B. Protocolo de propagaciéon de plantas de agrillo en medio semisélido
en un sistema semiabierto: 1) Germinar semillas in vitro en medio MS
semisolido sin reguladores de crecimiento, 2) Etapa de Multiplicacion.
Obtener microesquejes a partir de plantulas obtenidas por germinacion y
establecerlas en medio MS con 1mg L de BAP durante 60 dias en
fotoperiodo 16h luz (32 umol m2 st PPFD). 3) Etapa de enraizamiento,
colocar los explantes de la etapa de multiplicacion en una concentracion
del 50% de medio MS con 0.5 mg L2 de AIB y 0.2mg L* de ANA durante
30 dias. 4) Aclimatacion de plantulas ex vitro.

C. Protocolo de propagacion de plantas de agrillo en Biorreactor,
Sistema de Inmersién Temporal (SIT): 1) Germinar semillas in vitro en
medio MS semisolido sin reguladores de crecimiento, 2) Etapa de
Multiplicacion. Obtener plantulas a partir de germinacion y establecerlas
en medio MS con 1mg L1 de BAP en SIT con 20 minutos de inmersiéon
con unafrecuencia cada 6 horas durante 30 dias en fotoperiodo 16h luz

a unatemperatura de 26+2°C. 4) Aclimatacién de plantulas ex vitro.
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agrillo.
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El uso de un sistema de inmersion temporal es recomendable para

promover el desarrollo y la generacion de brotes, sin embargo falta mejorar el
desarrollo del sistema radiculary promover el endurecimiento de la plantula, una
estrategia es acortar el tiempo de multiplicacién en el biorreactor, manteniendo
las plantulas en esta etapa durante 15 dias y posteriormente cambiar el medio
de cultivo para inducir el desarrollo del sistema radicular de la plantula,
agregando reguladores de crecimiento (auxinas) y empleando el 50% de la
concentracion del medio MS, en esta Ultima etapa se buscaria forzar a la planta
a sintetizar sus propios carbohidratos al disminuirla concentracion de sacarosa
en el medio de cultivo, por otro lado también se podrian probar diversas bases
(cubos de lanade roca, gel, espuma) dentro del sistema de inmersién temporal
para mantener en una posicion vertical el explante para tratar de promover el
endurecimiento de la plantulain vitro.
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