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RESUMEN

La presente investigacion se llevd a cabo en tres etapas, que corresponden a las
distintas técnicas de cultivo de tejidos vegetales utilizadas para lograr la
diferenciacion de brotes y/o embriones soméaticos., estas técnicas se aplicaron en
la especie Spathiphyllum sensation, nombre cientifico de la denominada Cunade
Moisés. La primera consistio en la induccion de brotes adventicios, para la cual se
desarrollaron 7 ensayos en los que se probaron diferentes métodos de desinfeccion
en donde se evaluaron diferentes soluciones quimicas (solucion de NaClIO,
antioxidantes, medio de -cultivo liquido, agroquimicos), a distintos tiempos y
concentraciones; asi mismo se probaron distintos explantes de la planta madre; ya
estériles se sembraron en medios de cultivo disefiados MS y B5 con variaciones de

antioxidantes.

La segunda etapa se sustenta en el cultivo de protoplastos. Para esta etapa se
desarrollaron 2 ensayos en el cual se utilizaron cultivos de laminas foliares de los
ensayos de la primera etapa y con base en la revision bibliografica se disefid un
protocolo de obtencién de protoplastos en donde se evaluaron: la procedencia
(medio de cultivo sélido o liquido), de las laminas foliares; las concentraciones de
las enzimas celulasay macerozyme R-10; namero de los filtros para la filtracién de
enzimasy su apertura de poro; namero de centrifugaciones;tipoy apertura de poro
del soporte del cultivo de protoplastos. Para la siembra se empled el medio de
cultivo CPW de acuerdo a lo reportado en la literatura de protoplastos.

En estas dos etapas no se obtuvieron los resultados esperados ya que en la primera
etapa los explantes empleados se oxidaban con facilidad y por consiguiente
impedian la respuesta de estos, en el caso de la segunda etapa so6lo se obtuvieron

microcallos (pequefos fragmentos de masa amorfa de células no diferenciadas) y
algunos callos, pero no se logré regenerar la planta por esta via.

La etapa final reside en la obtencion de embriones somaticos a partir de
inflorescenciasinmaduras. Para esta etapa se desarrollaron 3 ensayos en donde se

evaluaron:lostiempos de emergencia de las inflorescencias; se probaron 2 medios
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de cultivo distintos: B5 y N6 en donde para el medio B5 se evaluaron distintas
concentraciones de Dicamba. Por esta via de regeneracion si se lograron obtener
embriones somaticos hasta estado coleoptilar e, incluso, de algunos embriones
somaticos lograron germinary se observaron la formacion de hojas.

Cabe sefalar que el presente trabajo fue un reto para la regeneracion de esta
especie, ya que noexisten articulos que reporten ningunavia regenerativa, sinoque
parten de brotes ya diferenciados bajo condiciones de invernaderoy, a través de
estas técnicas de Cultivo de Tejidos Vegetales, se tiene unagran ventaja en la
produccion a gran escala debido a que se logran cantidades mayores que con los
sistemas tradicionales en invernadero, ademas de que las plantas obtenidas estan
libres de cualquier patdégeno, situacion observada al estudiar plantas provenientes

de invernadero.

Fundamentalmente se probaron estas tres vias regenerativas porque la oxidacion
era un problema muy fuerte y frecuente en los explantes probados, pero se logro
eliminarcasi por completo con las inflorescenciasinmadurasy con la embriogénesis

somatica, via por la que se regenerd Spathiphyllum sensation.
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CAPITULO I: ANTECEDENTES

1. Spathiphyllum sensation

La planta llamada Cunade Moisés (Spathiphyllum sensation) es unaespecie con
origen en Sudamérica, mas especificamente de las selvas de Colombia, aunque
también se consideran centro de origen Panama, Ecuador, Venezuela, el
Archipiélago Malayuo, Costa Rica y Filipinas, donde crece en bosques humedosy
tropicales (Rego y Faria, 2001). Spathiphyllum se introdujo por primera vez en
Europa en 1824 (Jianjun et al., 2003) y se traduce literalmente como "espata de
hoja", es comunmente llamado Lirio de la Paz, Flor de Nieve, Flor de Espata, o
anturio blanco, mientras que en México se conoce como Cuna de Moisés. El
Spathiphyllum es un género de los 108 géneros en promedio que se reportan
(Moreno, 2022; Diaz, 2016), en la familia de las Araceae [familia de
monocotileddéneas herbaceas (Diaz, 2016)], aunque otros autores han reportado
144 géneros con 3600 especies para esta familia (Boyce y Croat, 2018). El género
Spathiphyllum comprende mas de 89 especies (Croat y Weessies, 2020), de las
cuales mas del 90% estan restringidas al Neotropico (Bunting, 1960; Mayo et al.,
1997; Croat y Weessies, 2020). En México hay 13 géneros y 109 especies de la
familia Araceae, entre nativas y naturalizadas, y generalmente son cultivados con
fines ornamentales. En Veracruz se tienen 55 especies nativas distribuidasen 10
géneros (Croat y Acebey, 2015). Cabe sefalar que Spathiphyllum sensation
pertenece a la categoria grande de los tipos de Spathiphyllum. En la Fig. 1 se

observa el cultivo de Spathiphyllum sensation en forma comercial.
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Fig. 1. Produccién comercial de cultivos de Spathiphyllum en un invernadero

ala sombra (Jianjun et al., 2003).

1.1. Clasificacion taxondmica de Spathiphyllum

La Cuna de Moisés o Spathiphyllum tiene la siguiente clasificacion taxonémica

(NCBI, 2023).

Tabla. 1. Clasificaciéon taxondmica.

Super reino Eucariota
Reino Viridiplantae (plantas verdes)
Subfilo Streptophyta
Clado Tracheophyta (plantas vasculares)
Clase Spermatophyta (plantas de semilla)
Clado Mesangiospermas
Clado Liliopsida (monocotiledéneas)
Orden Alismatales
Familia Araceae (Araceas)
Subfamilia Pothoideae
Tribu Monsteroideae
Género Spathiphyllum
Especie Spathiphyllum sensation
N. comun Cuna de Moisés
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1.2. Descripcidon de la especie

1.2.1. Variedades

Spathiphyllum es un género de unas 89 especies de plantas con flores, es una
planta herbacea que vive varios afios (perenne) y suele cultivarse como planta de
interior. Aunque puede alcanzar los 183 cm de altura, en interiores suele crecer
hasta 92 cm (North Carolina State University [NCSU], 2023). Se dividen en tres
categorias de acuerdo con el tamafio: pequefio, mediano y grande. Tamafio
pequefio: pueden alcanzar hasta 60 cm de alturay florecen durante todo el verano
y el otofio, en esta categoria se encuentran: Spathiphyllum ‘Power Petite’,
Spathiphyllum wallisii, Spathiphyllum ‘Piccolino’, Spathiphyllum ‘Little Angel’,
Spathiphyllum floribundum. Tamafio mediano: estas plantas pueden crecer hasta
90 cm de altura y extenderse hasta 60 cm de anchura, en esta categoria se
encuentran: Spathiphyllum ‘Mauna Loa Supreme’, Spathiphyllum ‘Domino’,
Spathiphyllum cochlearispathum. Tamafio grande o gigante: suelen crecer entre 60
y 120 cmde alturay su follaje varia del verde intenso al verde grisaceo. No requieren
mucho mantenimiento y producen espatas blancas de hasta 15 cm de ancho
durante todo el afio si se les proporciona el entorno adecuado. En esta categoria se
encuentran: Spathiphyllum sensation, Spathiphyllum ‘Bongo Bongo’ (Donovan,
2023).

1.2.2. Raiz

Tienen un sistema de raices rizomatoso o conocido como rizoma subterraneo (ver
Fig. 2) comunmente alargado y que funciona como 6rgano de acumulacién de
reservas que es parecido a unaraiz, pero provisto de yemas en la parte superiory
raices en lainferior,también es conocido como su 6rganode multiplicacién (Elicriso,
2018). Se reproducen naturalmente a través de este tallo subterrdneo modificado
que forma nuevas raices y produce nuevos brotes a partir de sus nudos.

Las nuevas plantas que crecen de los brotes tienen raices independientesy se

pueden separar de la planta madre sin dafarla. Dichas plantas se pueden
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trasplantar y asi es como se propaga la cuna de Moisés por division de brotes
adventicios (Brown, 2023).

Hoja nueva

Tallo subterraneo

Rizoma

Fig. 2. Rizoma con longitud
de 5.5 cm (Vieyra, 2023).

1.2.3. Hojas
Nacen del rizoma y se disponen de forma circular (rosetas basales). Son erectas,
simples, ovado-lanceoladas a eliptico-oblongas, de 4 a 25 pulgadasdelargoy de 1
a 10 pulgadasde ancho.Son puntiagudas, de color verde oscuro, brillantes, rugosas
y tienen una nervadura central prominente, a menudo con numerosas venas
laterales impresas. El peciolo es méas corto oigualde largo que la hoja. No presenta

variegacion? o cambio de coloracion (NCSU, 2023).

2 Diferentes zonas coloreadas en las hojas.
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Peciolo

Nervadura central

Hoja

Lamina foliar

Fig. 3. Hojas de Spathiphyllum

sensation (Un cuarto verde,
2021).

1.2.4. Flor

La inflorescencia también conocida como espadice lleva flores masculinas y
femeninas (Elicriso, 2018), en cada fruto, estd envuelta por una bractea conocida
como espata de coloracién blancacuando alcanzalamaduracion peroque a medida
gue pasa el tiempo, asume un color verde palido, crece en forma de hoja puntiaguda
de entre 10 y 12 cm por encima del follaje. Las formas de la espata pueden variar
de alargada y alargada-en pico. Es de concava a plana, termina en puntay se
extiende o puede curvearse alrededor del espadice. El espadice es blanco verdoso

0 crema, mas corto que la espata; el pedinculo sobrepasa el follaje (Fig. 4) (NCSU,
2023).



Fig. 4. Estados de madurezde lainflorescencia. A. Inflorescenciaen desarrollo
de maduracién con coloracion crema-blanco (Vieyra, 2023), B. Inflorescencia
en estado maduro con una coloracién completamente blanca (Portillo, 2020).

1.2.5. Frutos
Cada fruto proviene de la inflorescencia, cuando alcanzan la maduracion tienen
forma circular (Fig. 5), pero mientras se encuentran en proceso de maduracion
terminan en forma de punta, la coloracién también varia: de color crema-amarillo a

verde claro-verde fuerte.

Espata

Frutos

Fig. 5. Inflorescencia con crecimiento de
frutos (Vieyra, 2023).
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1.3. Distribucidn

La distribucion de las especies de Spathiphyllum varia en funcién de la especie

concreta. Las enlistadas a continuacién son algunas de las especies que se
encuentran en México.

1. Spathiphyllum wallisii: Esta especie esta ampliamente distribuida por partes de
México, las islas del Caribe y el norte de Sudamérica (Bunting, 1960). Se reporto su

origen en Colombia (Bunting, 1960).

2. Spathiphyllum cochlearispathum: Esta especie es originaria de las regiones
tropicales de Ameérica y el sureste de Asia, se distribuye en selvas tropicales de la
costa del caribe de México, Veracruz, este de Oaxacay Chiapas, Tabascoy en los
cenotes de Yucatan (Bunting, 1960), en centroameérica [Belice, Costa Rica, El
Salvador y Guatemala (Croat y Acebey, 2015)]. Se cultiva habitualmente como
planta ornamental de interior (PictureThis, 2023).

3. Otras especies: La distribucién de otras especies de Spathiphyllum puede variar.
Algunas especies son nativas de las regiones tropicales de América, mientras que
otras son nativas del sudeste de Asia (Plants Rescue, 2023).

En general, las especies de Spathiphyllum se encuentran principalmente en
regiones tropicales con condiciones climaticas adecuadas para su crecimiento.
Prosperan en condiciones de poca luz y a menudo se cultivan como plantas de
interior (Plants Rescue, 2023).

En la Fig. 6 se muestra la distribucion geografica de Spathiphyllum de acuerdo con
Bunting, 1960. En este libro no se indica la distribucion de Spathiphyllum sensation.
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Fig. 6. Distribucidn geogréfica de Spathiphyllum (Tomado de Bunting, 1960).Los numerales indican el
numero de especies en cada zona. Observe la presencia de una sola especie (S. laeve) en la isla de

cocos y otra (S. commutatum) en la zona indonesio-filipina.

1.4. Importancia econdémicay ventajas

El Spathiphyllum, tiene varios usos y beneficios:

1. Purificacién del aire: Puedeayudara mejorar la calidad del aire interiory reducir
el riesgo de problemas relacionados con la salud causados por la contaminacion del
aire interior. La NASA incluso elogi6 la capacidad de purificacion de la planta en el
estudio “Clean Air” por su capacidad para eliminar formaldehido, benceno, y

monoxido de carbono del aire interior (Jianjun et al., 2003).

2. Bajo mantenimiento: Son plantas de interior de bajo mantenimiento, por lo que
son una opcion popular para aquellos que quieren una planta que requiera un
cuidado minimo (Desk, 2020; Brandy, 2023; Casalena, 2022). Son relativamente

faciles de cuidary pueden prosperar en diversos ambientes interiores.

3. Mejora ladecoraciéon del hogar: Al ser unaplantavisualmente atractiva con sus
grandes bracteas blancasy sus hojas verdes brillantes puede afiadir un toque de
belleza y frescura a cualquier habitacién, por lo que es una opcion popular para la
decoracion del hogar (Desk, 2020; Suyash, 2023).
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4. Elimina las radiaciones nocivas: Algunos creen que esta planta puede ayudar
a eliminar las radiaciones nocivas que emiten los ordenadores y otros aparatos
electrénicos (Desk, 2020).

5. Planta ornamental: Se utilizaa menudo como planta ornamental en oficinasy
otros espacios como jardines de interior, acuarios y para arreglos florales (Croat y
Acebey, 2015). Siendo este el uso mas importante desde el punto de vista

econdmico. Se cree que trae buenafortuna, paz, esperanzay prosperidad (Desk,
2020).

6. Mejora de la productividad: Se ha demostrado que afiadir vegetacién, como
lirios de la paz, a los espacios de oficina aumenta la productividad y mejora la

concentracion y la satisfaccion en el trabajo (Casalena, 2022).

7. Facil propagacion: Son relativamente faciles de propagar por division, lo que
permite la produccion de varias plantas a partir de unasola plantamadre (Casalena,
2022). Esta puede ser unaforma rentable de ampliar el nimero de lirios de la paz

en una casa u oficina.

En resumen, la importancia econdémica de Spathiphyllum radica en su capacidad
para purificar el aire interior, aumentar la productividad, proporcionar valor
ornamental y simbolizar la energia positiva y la prosperidad. Son plantas versatiles

gue ofrecen beneficios tanto practicos como estéticos.

1.5. Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV)

1.5.1. Definicién y un poco de historia

El cultivo de tejidos vegetales es un proceso en el que segmentos de tejido vivo,
llamados explantes, se cultivan asépticamente en un medio de cultivo. Los
explantes apropiados se almacenan en ambientes con luz y temperatura
controladas. Este método es accesible para los agricultores y puede utilizarse en
casi todas las etapas de propagacién, desde la conservacion de genes, el
intercambio y la mejora de la diversidad genética hasta la seleccion y el

mejoramiento de genotipos superiores (Team, 2023). Los experimentos con el
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cultivo de tejidos comenzaron en el siglo XIX con dos bidlogos alemanes: M. J.
Schledeny T. Schwann, ellos informaron que siempre que se extraigan células de
algunas plantas, se puede regenerar toda la planta (Bongay Von Anderkas, 1992).
De esta experienciasurgio el concepto de totipotencialidad, que establece que cada
célulaes unaunidad capaz de producir un nuevo organismo, y que cada célulade
un organismo multicelularalmacenalainformacién contenidaen el 6vulo fecundado.
La totipotencialidad promueve la regeneracion en plantas con baja masa de tejido y
células aisladas, estas ademas contienen un alto nivel de plasticidad en respuesta
a estimulos fisicos y ambientales (Team, 2023).

El afio 1934 supuso un punto de inflexidn en los principios del cultivo de tejidos
vegetales, especialmente por las infinitas y diferenciadas posibilidades del principio
de crecimiento. White cultivo raices de tomate en un medio nutritivo definido en
1934, y Gautheret plant6 tres tipos de callos (desdiferenciados) en la zona de

cambio ese mismo afo (Team, 2023).

El CTV se utilizaampliamente para incluir diversas alternativas, como el cultivo de
meristemos para la propagacion de plantaslibres de virus, el cultivo de protoplastos,
el cultivo de células en suspensidn, el cultivo de tejidos u érganos, y el cultivo de
anteras o polen para producir plantas haploidess. Dichas alternativas se logran
mediante un medio de cultivo estéril bajo condiciones controladas de temperatura,
luz y humedad.

1.5.2. Factores

En el CTV se dice que, en las condiciones adecuadas, cualquier parte de la planta
madre puede utilizarse para producir nuevas plantulas. Sin embargo, estas
condiciones involucran multiples factores que técnicamente se clasifican en tres
categorias: bioldgicos, quimicos y externos. Los factores biolodgicosincluyen laedad
del material vegetal donante, el genotipo, la parte de la plantay la temporada de
crecimientoen la que se recolectaron los explantes. Dependiendo de estos factores,

la planta puede reaccionar tarde o temprano (a veces no responde, hecho

3 Que posee un Unico juego de cromosomas.
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demostrado por la recalcitrancia). La eleccion de las partes de la plantaes aquimuy
importante. Dado que la planta proviene de condiciones ex vitro, es necesario
esterilizarla tanto externa como internamente (seleccién de la poblacién endofitica®)
(Suarez, 2020). Estos contaminantes crecen facilmente en los medios de CTV v,
por lo tanto, compiten con los explantes por nutrientesy fuentes de carbono. Por lo
tanto, la eliminacién de estos es un paso necesario cuando comienza el cultivo.
Después del cultivo, dependiendo del objetivo final del experimento, se nutre el

explante.

Los factores quimicos incluyen sales minerales, vitaminas, aminodacidos y
reguladores del crecimiento, que en combinacion con el explante y otros
componentes regulan la expresion morfogenética y permiten la regeneracion de
toda la planta. La composicién quimica es sin duda un factor fundamental en la
produccion de plantas a gran escala en poco tiempo y en espacios reducidos. Por
tanto, es necesario reconocer adecuadamente los elementos basicos del disefio de

medios de cultivo.

Por otra parte, existen factores externos importantes como la luzy la temperatura,
gue se deben de controlar. Ya que el exceso de luz blanca puede resultar en un
color palidoen las hojas y este resultadoa menudo seidentificaerroneamente como

unadeficiencia de nutrientes, por lo que se recomienda colocar este tipo de especie
en un lugar con unaluz no directa.

En cuanto a la temperatura, un consenso general entre los agricultores reporta que
Spathiphyllum tolera mejor el frio que otras araceas. En un estudio se demostré que
la exposicién a 7 °C podia causar dafios por frio en algunos cultivos, y que el

crecimiento se retrasaba o reducia cuando las plantas fueron expuestas a 11°C

4 Microorganismos internos de la planta que no causan dafio.
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durante cinco dias. El intervalo de temperatura preferido para la produccién de la
Cuna de Moisés es de 21-32°C (NCSU, 2023).

1.5.3. Factores para considerar en el pase a suelo

En primer lugar, en algunas especies es requisito indispensable para pasar a suelo
laformacion de raices in vitro, esto se logra con el uso de auxinas (AlA, ANAY AIB),
reduciendo la cantidad de nutrientes en el medio o disminuyendo la fuente de

carbono.

En segundo lugar, se deben formar raices en sustratos artificiales y se deben
adaptar los 6rganos a condiciones ambientales naturales considerando varios
factores: mezclas de suelo, temperatura, humedad relativa, fotoperiodo y

concentraciones de CO2.

1.5.4. Medio de cultivo

El origen de los explantes, el tipo de medio adecuado para esos explantes, la
temperatura y los componentes adicionales son algunos de los parametros
importantes a considerar al preparar el medio de cultivo (Saad y Elshakhed, 2012).
El medio de cultivo es un factor importante porque recrea un ambiente adecuado
para el crecimiento de las plantas y simula la disponibilidad de nutrientes en la
naturaleza. El medio ideal debe contener minerales, vitaminas, aminoécidos,
azucares, reguladores de crecimiento, agentes solidificantes y acidez (pH). Ademas
de la composicion general del medio nutritivo, se pueden incluir otros aditivos como
CA, inhibidores de etileno, antioxidantes y compuestos organicos complejos como
agua de coco, extracto de levadura e hidrolizados de caseina (Krishna etal., 2008).

Entre los medios de cultivo mas utilizados en el cultivo de tejidos estan: Medio MS,
Ne y B5, cuyas formulaciones se pueden consultar en el anexo 1.

1.5.4.1. Sales

Las sales se dividen en dos categorias: macronutrientes y micronutrientes. Los
macronutrientes son nitrogeno (N%), fésforo (P3), potasio (K*), calcio (Ca?*),
magnesio (Mg?*) y azufre (S%) para un crecimiento y morfogénesis satisfactorios.

Los medios de cultivo deben contener al menos 25-60 mM de nitrdgeno inorganico
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para un crecimiento satisfactorio de las células vegetales. El potasio es necesario
para el crecimiento celular de la mayoria de las especies vegetales. La mayoria de
los medios contienen K*en forma de sales de nitrato de potasio en concentraciones
que oscilan entre 20y 30 mM. Las concentraciones 6ptimas de P23, Mg?*, S2y Ca?*
oscilanentre 1y 3 mM si se proporcionan otros requisitos para el crecimiento celular
(Torres, 1989). Los micronutrientes esenciales son el hierro (Fe2*), el manganeso
(Mn?%), el zinc (Zn?*), el boro (B3*), el cobre (Cu?*)y el molibdeno (Mo®*). El hiemo
suele ser el mas importante de todos los micronutrientes. Este elemento se utiliza
como sales de citrato o de tartrato en los medios de cultivo; sin embargo, existen
algunos problemas con estos compuestos por su dificultad para disolverse y
precipitarse tras la preparacion de los medios. Se ha intentado resolver este
problema utilizando quelato de hierro y acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
(FeEDTA) (Murashige, 1962, citado por Torres, 1989). También se ha desarrollado
un procedimiento para preparar unasolucion de quelato de hierro que no precipite
(Steiner, 1970; Torres, 1989). El cobalto (Co?*) y el yodo (I') pueden afiadirse a
determinados medios, pero sus requisitos para el crecimiento celular no se han
establecido con precision. El sodio (Na*) y el cloro (Cl) también se utilizan en
algunos medios, a pesar de los informes que indican que no son esenciales para el
crecimiento. ElI cobre y el cobalto se afiaden a los medios de cultivo en
concentracionesde0,1 uM, el hierroy el molibdenoen 1uM, el yodo en 5uM, el zinc
en 5-30 uM, el manganeso en 20-90 uM y el boro en 25-100 uM (Torres, 1989). En
el anexo 1 se presenta la formulacion de los medios MS, B5 entre otros.

1.5.4.2. Fuentes de carbono y energia

En el medio de cultivo utilizado en CTV, ademéas de la sacarosa comunmente
utilizadaen unaconcentraciondel 2-5% como fuente de carbono, también se utilizan
otros carbohidratos: lactosa, galactosa, maltosa y almidén, pero sus efectos no son
tan buenos como los de la sacarosa. La sacarosa tiene varias ventajas: la
esterilizacion en un autoclave ha demostrado ser mas beneficiosa para el
crecimiento del cultivo que la esterilizacion através de un filtro, ya que el autoclave
parece hidrolizar la sacarosa de manera mas eficiente en azlcares utilizables por

las células, por ejemplo, fructosa. Este actiia como un activador morfogenético en
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la formacion de yemas axilares y ramificacion de raices adventicias (Vinterhalter,
1997; Saad y Elshahed, 2012); inhibe la formacion de clorofila y la fotosintesis;
promueve la division celulary actiia como agente osmaotico durante el aislamiento
de protoplastos. En lugar de sacarosa, también se puede afiadir al medio de cultivo
los suplementos como: melaza de cafia, extracto de platano y agua de coco.

Ademéas de ser azlUcares, estos sustratos son fuentes de vitaminas e iones
minerales necesarios para el crecimiento (Saad y Elshahed, 2012).

1.5.4.3. Vitaminas y myo-inositol

Las vitaminas son necesarias para el crecimientoy desarrollo normal de las plantas,
ya quelas requieren como catalizadores de diversos procesos metabodlicos. Cuando
las células y tejidos vegetales se cultivan in vitro, pueden servir como factores
limitantes para el crecimiento y la diferenciacion celular (Torres, 1989). Las
vitaminas mas utilizadas en los medios de cultivo de célulasy tejidos son: tiamina
(B1), niacinay piridoxina (B6). La tiamina es esencial para el crecimiento de todas
las células (Saad y Elshahed, 2012) y se utiliza en concentraciones que oscilan
entre 0,1 y 10 mg/l. La niacinay la piridoxina, aunque no son esenciales para el
crecimiento celularen muchas especies, se afiaden con frecuencia a los medios de
cultivo (Saad y Elshahed, 2012). La niacina se utiliza en concentraciones que
oscilan entre 0,1 y 5 mg/l y la piridoxina en concentraciones que oscilan entre 0,1y
10 mg/l. Otras vitaminas como la biotina, el &cido félico,los AA, el acido pantoténico,
el tocoferol (vitamina E), la riboflavina 'y el acido p-amino-benzoico también se
utilizan en algunos medios de cultivo celular, pero no son factores limitantes del
crecimiento. Se recomienda agregar vitaminas al medio de cultivo solo cuando la
concentracion de tiamina sea inferior a la requerida o cuando las células necesiten
cultivarse en densidades de poblacién bajas (Saad y Elshahed, 2012). Aunque no
es una vitamina sino un alcohol de azucar, pequefias adiciones de myo-inositol
pueden estimular el crecimiento celular en la mayoria de las especies de plantas
(Saad y Elshahed, 2012). Se cree que el myo-inositol desempefia un papel en la

divisiéon celular porque se descompone en AA 'y pectina e incorpora fosfoinositidos
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y fosfatidil-inositol. Generalmente se utiliza en medios de cultivo de célulasy tejidos
vegetales en una concentracién de 50-5000 mg/l.

1.5.4.4. Reguladores de crecimiento.

Son compuestos quimicos, algunos naturales (hormonas)y otros sintéticos, que en
concentraciones muy bajas afectan los procesos de crecimientoy desarrollo de las
plantas (Davies, 2004). Los tejidos in vitro muchas veces no logran producir las
cantidades necesarias de reguladores para satisfacer las necesidades de sus
procesos, por lo que es necesaria la suplementacién con fuentes exégenas. Las
hormonas clasicas o reguladores del crecimiento son las auxinas, citoquininas,
giberelinas, acido abscisico y etileno (Suéarez, 2011).

Auxinas: Estimulan ladominancia apical, el crecimiento y diferenciacion celular, el
desarrollo de meristemos, la induccidén de raices adventicias, la embriogénesis
somatica y contribuyen al crecimiento en longitud. Las auxinas estan presentes en
toda la planta y se encuentran en concentraciones mas altas en las regiones

meristematicas.

En su estado natural,las plantas producen AlA e AIB, que se sintetizan en las puntas

de las hojas y se mueven desde las puntas de las hojas hasta las raices en forma
de valvulas basales.

Los compuestos sintetizados en el laboratorio incluyen ANA, 2,4-D y picloram. En
el cultivo de tejidos in vitro, AIB y ANA se utilizan con mayor frecuencia para la
micropropagacion y organogeénesis de meristemas. El 2,4-D y el picloram son mas
potentes, por eso se utilizan para inducirtejido embriogénico. El AIA se utiliza con
menos frecuencia debido a su susceptibilidad ala degradacién enzimética (Suarez,
2020).

Citocininas: Son hormonas vegetales naturales que actian interrumpiendo la
dominancia apical, la division celular en tejidos no meristematicos, el desarrollo de
yemas axilares, retrasando la senescenciade las hojas e induciendo la formacion
de brotes. Se sintetizan en el apice de laraiz, desde donde son transportados a las

yemas terminalesy axilares; también se producen en zonas de crecimiento como el

33



meristemo. Las mayores concentraciones de citoquinina se encuentran en
embriones y plantulas en desarrollo (Suarez, 2020).

Naturalmente, la Zeatina [que se encuentra en el maiz (Zea)] y la 2-
isopenteniladenina (2iP) son sintetizadas por las plantas, pero también se pueden
encontrar comercialmente alternativas como BAP, Kn, TDZ y Dicamba. De todos
estos compuestos, el BA tiene mas aplicaciones en cultivo in vitro, especialmente
en la proliferacién y organogénesis de meristemas existentes (Suarez et al., 2013;
Torres et al., 2013; Polo et al., 2013; Lopez, 2017). Por otra parte, Dicamba en un
estudio (Ren et al., 2010), demostré que a unaconcentracion de 4 mg/l ser el mas

eficaz para inducir callo embriogénico y una mayor proporcién de plantas
regeneradas.

Giberelinas: Promueven el alargamientodel tallo de las plantasal inducirladivision
y el alargamiento celular. La sintesis en toda la planta ocurre principalmente en las

hojas jovenes.

Aunque existen mas de 90 compuestos similares, la giberelina mas utilizada en
cultivo in vitro es el AG3, cuya adicién al medio de cultivo puede favorecer el
alargamiento de los tallos micropropagados y la transformacion de embriones
somaticos en plantas. Tiene cierto efecto inhibidor sobre la formacion de nuevos
tallos y raices y la induccion de tejidos embrionarios, por lo que resulta

inconveniente su uso en la proliferacién de yemas y aparicion de raices.

La estructura del AG3 cambia con el calentamiento, porlo que es mejor esterilizarlo
mediante filtracion (Suéarez, 2020).

Acido abscisico: Es responsable de controlar la apertura y cierre de los estomas,
inhibirel alargamiento y division celulare inducirel reposo de las semillas. Sussitios
de origen son raices y hojas adultas, de donde se desplaza hasta su sitio de accion
(Suérez, 2020).

En condiciones in vitro, inhibe la formacion de callos y se utiliza para inducir la

maduracion de embriones somaticos y la formacion de 6rganos de almacenamiento
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y latentes. Es insoluble en aguay por tanto debe diluirse con etanol (Suérez y Otero,
2016; Suarez etal., 2017; Carmona, 2017).

Etileno: Es un gas sintetizado a partir del aminoacido metioninay se produce en la
mayoria de los tejidos vegetales. En las plantas, induce la senescenciay abscision ®
de hojasy flores, la formacién de raices adventiciasy eliminala latencia en semillas
y yemas. Su presencia se vuelve inconveniente en condiciones in vitro, por lo que
en ocasiones se requiere ventilacion de los tejidos para evitar su acumulacion,
ademds contribuye a la maduracion de los frutos (Suérez, 2020).

1.5.4.5. Aminoacidos

Los aminoéacidos son nutrientes muy importantes para el crecimiento de las plantas

porque ademas de promover la sintesisde proteinas, también son unabuenafuente
de nitrégeno (MembraPure, 2020).

Los aminoacidos comunmente utilizados son la glicina, la arginina, la L-cisteina y
mezclas de aminoacidos como la caseina hidrolizada, cuyasfunciones se describen
con mas detalle en el CAPITULO VI.

Glicina: Puede promover el crecimiento de raices, aumentar el contenido de
clorofila, favorece la penetracion de CO2 y aumenta el contenido de sacarosa.
Dichas cualidades mejoran la calidad y cantidad de los cultivos (MembraPure,
2020).

L-cisteina: Previene la oxidacién de compuestos fenélicos y por consiguiente la
oxidacion del tejido (MembraPure, 2020).

L-adenina: Mejora la frecuenciadela multiplicaciéon de los brotes (Lifeasible, 2023)

1.5.4.6. Potencial de hidrogeno (pH)

El pH influye en los procesos celulares como el crecimiento celular, metabolismo y

potencial de membrana (Scientificbio,2022). Muchos cultivos de tejidos crecen aun
pH de 5.2 a 5.8 con ajustes al tipo de especie (Skirvin et al., 1986).

5 Pérdida.
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1.6. Técnicas para laregeneracion de plantas

Existen diferentes clasificaciones de las técnicas de CTV dependiendo:

1. Objetivo morfoldgico: los cultivos de tejidos pueden ser organogénicos,
embriogénicos, de callos o células en suspension.

2. Segun su estado fisico: Cultivos solidos y cultivos liquidos.
Dependiendo el explante que inicie los cultivos: 6rganos, protoplastos, de

yemas preformadas, granos de polen, embriones, meristemos y apices.

Aun cuando existen diferentes clasificaciones, se puede hacer uso de las
distintastécnicas para llegara un objetivo especifico. Es importante recalcar que
el objetivo morfolégico determinara la forma de obtener una planta, y las
caracteristicas de la especie dara los lineamientos para seleccionar los
explantesy si son los cultivos liquidos o sélidos. Esto es, en un mismo proceso

se hace utilizar diferentes técnicas.
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1.7. Cultivo in vitro de cuna de Moisés

Se realizé unabusquedade reportes o articulos cientificos sobre el establecimientoy la regeneracion invitro de cunade
Moisés a través de brotes adventicios, callos o0 embriogénesis somatica sin embargo, no se encontro articulo alguno que
reportara nila desinfeccion, ni el tipo de explante asi como la morfogénesis para la obtencion de plantas in vitro, todos
parten de cultivos de brotes pero hace suponer que establecieron los cultivos in vitro a partir de la desinfecciony

establecimiento de brotes obtenidosbajo condicionesdeinvernadero. En Brasil Spathiphyllum se propaga en 5 laboratorios

de forma in vitro (Rego y Faria, 2001).

En latabla 2 se presentan una sintesis de los resultados presentados en algunos articulos revisados para este fin.

Tabla. 2. Revision bibliografica sobre el establecimiento y la regeneracion in vitro de cuna de Moiseés.

Autor

Explante

Medio de cultivo

Respuesta morfogenética

Ramirez et al., (2001).

Tallos centrales (rizoma)
de plantas jévenes de
Spathiphyllum floribundum.

Sales MS

2 mg/l BA
0.5 mg/L AIA
8 g Agar

pH 5.8

subcultivos cada 30 dias

Brotes
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Yu etal., (2016).

Hojas de las plantas
cultivadas in vitro de
Spathiphyllum cannifolium
cultivadas en el Banco de
Germoplasma Floral de

Guangdong (Guangzhou,

China).
Agregados celulares
obtenidos de callo

embriogénico.

Para las hojas: medio de induccion

de callo embriogénico.
Sales MS

TDZ (0.25, 0.5, 1.0 mg/)
2,4-D (1.0 0 2.0 mg/l)
Sacarosa 30 g/l

pH 5.8

Para los agregados celulares:
25 ml medio MS

1 mg/l 2,4-D

0.5 mg/l TDZ

Sacarosa 30 g/l

pH 5.8

Callo embriogénico
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Bandyopadhyay et al.,
(2011).

Nodos de plantas maduras

de Spathiphyllum
floribundum bajo
condiciones de

invernadero.

Los explantes se inocularon
inicialmente en Medio NB que
contiene:

1200 mg/l NH4NO3

1200 mg/l K2HPOa4

480 mg/l MgSO4*7H20

1200 mg/l NaCl

2400 mg/l extracto de levadura
24 g/l Sacarosa

7 g/l Agar

pH 7.2

Primer set de experimentos:

50% Sales MS de Nitrato de

amonio y nitrato de potasio.

Plantas aclimatizadas de

Spathiphyllum floribundum
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BA (02550 uM) solo o
acompafnado con Acido
naftalenacético (ANA) 0.5 uM

Segundo set de experimentos:

Medio modificado
MS+vitaminas+3% sacarosa+0.8%
Agar y unade tres citocininas: Kn,
BA 0 2iP a diferentes
concentraciones(0,2.5,5.0,7.5,10.0

uM) para multiplicar los brotes.
Tercer set de experimentos:

Medio MS  modificado con
vitaminas y mismas
concentraciones de sacarosa Yy
agar, pero suplementado con BA
(0,05,1.0,25 uM) solo 0
acompafado con 1.0 uM ANA para

elongary enraizar.

40



Watad et al., (1997).

Explantes de

Spathiphyllum “Petite”.

Medio MS
3% Sacarosa
0.8% Agar
9.3 uMKn

pH 5.8

Brotes

Teixeira et al., (2006).

Apices terminales con tres
hojas derivados de brotes
in vitro de Spathiphyllum

Cv.

Medio MS

0% Sacarosa excepto en

tratamiento: 2%Sacarosa

pH 5.7

un

Plantulas in vitro

Liao et al., (2006).

Brotes de Spathiphyllum

sensation.

Medio MS
30 g/l Sacarosa
7 g/l Agar

0.5-1.0 mg/l BA

Brotes con raiz
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0.1 mg/l ANA

Subcultivos cada 30 dias

Para brotes con mas de dos hojas:
50% Sales MS

7 g/l Agar

0.1 mg/l ANA

15 g/l, 30 g/l 0 0 g/l sacarosa como
medio de enraizamiento

Garcia et al., (2015).

Plantas madre de
Spathiphyllum wallisii
Regel cultivadas en casas
de cultivolibres de plagasy
enfermedades. Parte basal
de aproximadamente 7 cm

que contenia el meristemo
apical.

Sales y vitaminas MS
0.05 mg/l AIA
30 g/l Sacarosa

(2.0, 4.0, 6.0 mg/l) BA

Brotes
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CAPITULO II: JUSTIFICACION Y
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La falta de sistemas eficientes de propagacion de las plantas de ornato,
disponibilidad de terrenos abocados a la agricultura, y la disponibilidad de plantas
libres de patdgenos, son algunos factores que limitan el aprovechamiento racional
de especie de ornato, haciéndonos cadavez mas dependientesde laimportacion de

plantulas para los viveristas en varios estados de nuestro pais.

Por otro lado, se ha demostrado el efecto positivo que tiene el contar con espacios
verdes en el estado emocional de los humanos. Existen estudios que demuestran la
importancia sobre la salud mental y fisica de las personas cuando cuentan con

espacios verdes o simplemente plantas vivas.

A Ultimas fechas, durante el confinamiento por la pandemia por el COVID-19, la
poblacion comenzod arealizar actividades de jardineria o el mantenimiento de plantas
de interiory con ello comenz6 a valorar mas el papel gue ocupan las plantasy flores
en su vida. Asi mismo, la Investigadora Paula Leva (del Instituto de Floricultura del
INTA) mencion6 que “Varios trabajos realizados en centros médicos del mundo
demuestran que cuando las personas enfermas estan en contacto con la naturaleza
su recuperacion es mejor. Y agrego: “la pandemiaha puesto en clara evidenciala
importancia que tienen las plantas”. Aunque se tuvo dos meses completamente
paralizada la produccion de plantas de ornato, en la temporada del otofio e inviemo
la venta de plantas al final del 2020 fue positiva, ya que, en comparacion con otros
afos en el mismo periodo, la venta de plantasfue récord, tanto a nivel mundial como
el local (Agrolink, 2021).

En México, actualmente un millbn 200 mil personas se dedican al cultivo y
comercializacién de la floriculturay plantas ornamentales, pero se ha mostrado que
el potencial que tiene el pais es dos veces mayor en este rubro ya que se cuentacon

el clima propicio para el cultivo de flores y plantas de ornato, asi como la cercania
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geografica con uno de los paises mas consumidores de estas especies, Estados
Unidos (Voz de las Empresas, 2021).

Se tiene registro que la produccion de flores y plantas de ornato es de méas de 21 mil
hectareas principalmente en los estados: Baja California, Chiapas, Ciudad de
México, Colima, Estado de México, Guerrero, Morelos, Pueblay Veracruz, entidades
gue concentran mas del 90% de la superficie dedicada a esta area de la agricultura
a nivel nacionaly con un valor de produccion de seis mil 337 millones de pesos. El
75 % de su produccion se realiza a cielo abierto sobre todo para la gladiola, clavel y
girasol; el 25% en invernaderosy viveros para rosa, gerbera y plantas de maceta
(Philodendro, Cuna de Moisés, helechos, orquideas, etc). El 80% de la produccién
nacional se ocupa para el mercado internoy el 20% para exportacion principalmente

Estados Unidos y Canada (Voz de las Empresas, 2021).

SADER (Secretaria de Agriculturay desarrollo rural) indica que México ocupa el
décimo séptimo lugar como exportador a Estados Unidos y Canada. Las flores de
mayor demanda de exportacion son la gladiola, rosa, lilium clavel, esqueje sin raiz,

plantas de maceta y follaje (Equipartes agricolas, 2019).

A pesar de que México ocupa el tercer lugar a nivel mundial en superficie destinada
al cultivo floricola, sélo el 10% de la produccion se utiliza para la exportacion.

Ademas, este sector presenta varios problemas durante la produccion tales como:

1. La disponibilidad de material vegetal, lo que ha hecho a los productores
dependientes de material proveniente principalmente de Holanda a un costo

elevado.
2. Sistemas eficientes para la produccién de material vegetal.

3. Material vegetal libre de patdogenos. Cuando el productor quiere propagar sus
propios materiales, éstos pueden transmitir los hongos, bacterias y virus a las

siguientes generaciones.
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4. Material vegetal homogéneo y de calidad, lo cual aseguraria la calidad de
exportacion y aumentara con ello la capacidad de los volimenes requeridos por los
principales importadores (Estados Unidos y Canaday a ultimas fechas la Unién
Europea).

5. Disponibilidad de terrenos para la construccion de viveros e invernaderos para la

produccion de plantas de flor y de ornato.

6. Apoyos financieros en la produccion. En México estaba considerado FIRA
(Fideicomisos Instituidos en Relaciéon con la Agricultura) como una institucion de
financiamiento, que no soélo proporcionaba fideicomisos, sino que vendia plantas a
costos competitivos, sin embargo, a ultimas fechas esta institucién ya no produce
plantas de flory de ornato, sino que ahora produce arboles maderables, dejando a

los productores con un gran desabasto de este tipo de plantas.

Por todo esto es prioritaria la busqueda de soluciones con el interés de proveer
material vegetal a costos competitivos y de mayor calidad (genéticamente
homogéneos, libre de patdbgenos y en cantidades suficientes) y en cualquier
temporada del afio para los productores. Una alternativa que puede solucionar la
disponibilidad de material vegetal es el Cultivo de Tejidos, una rama de la
Biotecnologia Vegetal, que poco se ha desarrollado en el pais y que tiene grandes
campos de aplicacion.

El uso del cultivo de tejidos vegetales como técnicas biotecnoldgicas permite la
propagacion masiva e intensiva (micropropagacion) de plantas libres de patdgenos,
homogéneas genéticamente y de alta calidad, esto puede representar una
alternativa indispensable para los productores de diferentes especies vegetales. Las
herramientas de micropropagacion pueden disminuir el tiempo de generacion de
nuevasplantas, libres de enfermedades o plagas en espacios reducidosy a unatasa

de multiplicacion mayor que los sistemas de reproduccion convencionales.

El contar con un laboratorio que permitirA una produccién a gran escala y en

espacios reducidos de especies vegetales de importancia comercial nacional e

45



internacional, resultaria un gran apoyo para el productor ya que podra contar con

una fuente de planta de alta calidad durante todo el afio.

La produccion a gran escala, en laboratorios comerciales, ya se hace a base de
biorreactores, los cuales permiten bajar costos de produccién, no depender tanto de
la mano especializada de cortadores, y la obtencion de plantas mas robustas y el
pase asuelo puede ser untanto mas eficiente. Sin embargo, se requiere profesiones
como los ingenieros quimicos, ingenieros industriales, que puedan entender las
necesidadesde los sistemas bioldgicos. Esta tesis es la primera parte de un proyecto
a mas largo plazo, en donde se cuente con los sistemas de CTV tradicionalesy,

posteriormente, producir a gran escala en biorreactores.

Como se expone a continuacion Cunade Moisés (Spathiphyllum sensation) no es
una especie facil de reproducir bajo condiciones in vitro, por ello, la gran importancia
gue tiene esta parte porque no se halogrado con un sistema eficiente de produccién

de brotes adventicios o0 embriones somaticos.

Muchos sistemas de CTV se probaron y cada uno de ellos se presenta como

capitulos.
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CAPITULO Ill: HIPOTESIS, OBJETIVOS Y
ESTRATEGIAS

3.1. HIPOTESIS

Si se elige el explante adecuado de Spathiphyllum sensation y se emplea la mejor
técnicade CTV bajo las condiciones 6ptimas de método de desinfeccidon, mezcla de
antioxidantes y medio de cultivo, entonces se podra inducir callo, brotes adventicios

y embriones somaticos.

3.2. OBJETIVOS

3.2.1. Objetivo general

Establecer cultivos celulares de (Spathiphyllum sensation) probando diferentes
explantes y distintos medios de cultivo.

3.2.2 Objetivos particulares

1. Obtener plantas libres de patégenos y sanas bajo condiciones de
invernadero.

2. Disefiarun método de desinfeccidn y seleccionar explantes (rizoma, ligulas,
laminas foliares, apice y otros).

3. Determinar la mejor mezcla de antioxidantes para evitar la oxidacion de los
explantes.

4. Seleccionarel mejor explante en cuantoa su capacidad de desdiferenciacion
y diferenciacion de brotes adventicios.

5. Determinarla(s) mejor técnicade CTV para obtenercultivos de callos, brotes,
y/o embriones somaticos.

6. Disefardiferentes medios de cultivo para inducir ala formacion de callo, asi
como, brotes adventicios y embriones somaticos a partir de distintos
explantes.
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3.3. ESTRATEGIAS

El presente trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de CTV del Departamento de
Bioquimica, Facultad de Quimica de la UNAM.

Para el cumplimiento de los objetivos, las estrategias que se realizaron para lograr
la regeneracion de Spathiphyllum sensation se basaron en eleccion del material
biolégico adecuado y en la seleccidén de distintos medios de cultivo, asi como
antioxidantes, los cuales se utilizaron en las diferentes técnicas de CTV. En la Fig.

7 se muestra la ruta critica que se implemento junto con las estrategias.

Cabe sefalarque se realiz6 una busqueda amplia sobre las diferentes técnicas de
CTV, la especie, asi como los distintos medios de cultivo y antioxidantes. Esta
informacion se presenta en el CAPITULO IV, ademas de la metodologia para

seleccion del o los métodos de desinfeccion, explantes y antioxidantes.

En el CAPITULO V se desarrolla la metodologia con su revision de literatura sobre
el establecimiento de los Protoplastos.

En el CAPITULO VI se presenta la revision de literatura sobre embriogénesis
somética y la metodologia para lograr obtener embriones somaticos mediante la
inflorescencia, un explante poco explorado en las técnicas de CTV.
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ORGANOGENESIS

(CAPITULO IV)

PROTOPLASTOS

(CAPITULO V)

EMBRIOGENESIS
SOMATICA

(CAPITULO VI)

Octubre Enero
Métodos de

desinfeccién

Ensayos Ensayos
123 4,5,6,7

Induccion de Medios de cultivo
brotes
adventicios ‘
Medios ST-1, Medios ST-1,
ST-2, ST-C ST-2, ST-C
Protoplastos LF en medio LF en medio
sélido liquido
Microcallo

Induccion de Inflorescencia ex

vitro Ensayo 3.
===$ Inflorescencia
madura. 3
’ meses de
. emergencia.
Inflorescencias
Ensayo 1.
Inflorescencia muy
inmadura. 0 meses Ensayo 2 y 4. ‘
de emergencia. Inflorescencia
inmadura. 2 meses Semillas
de emergencia.
\ .
ST-l, ST-C Embriones
- somaticos

Fig. 7. Diagrama de las metodologias probadas para obtener cultivos de Spathiphyllum sensation.
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CAPITULO IV: ESTABLECIMIENTO DE
CULTIVOS ASEPTICOS DE DISTINTOS
EXPLANTES Y DIFERENTES MEDIOS

4.1. MARCO TEORICO

4.1.1. Organogeénesis

Es muy frecuente que se obtengan plantulas in vitro a partir de brotes formados de
yemas, rizoma o algunaparte de la planta con zonas meristematicas (que tienen
potencial e informacién genética de la planta madre para generarunanueva ya que
son las responsables del crecimiento vegetal). Esta via regenerativa se conoce
como organogeénesisy puede ocurrir de forma indirecta o directa. En el caso de la
via directa dichas zonas en presencia de una citocinina desarrollardn brotes
adventicios (Sherrington y George, 1984; Su, 2002). Para la organogénesisindirecta
en el proceso se cuenta con un paso intermedio: formacion de callo; una masa
amorfa de célulasindiferenciadas desorganizadas que lograran su organizacion con
la presencia de: citocinina, auxina débil, amino4cidos y sacarosa. Una vez

organizadas las células surgiran brotes que se individualizaran y desarrollaran (Su,
2002).

Este proceso morfogenético cuenta con cuatro etapas: induccion de brotes,
proliferacion, alargamiento y enraizado de brotes (Dimitri, 1987, citado por Su,
2002). En este capitulo se hablara de los protocolos de desinfecciény medios de
cultivos probados para la induccion de brotes de Spathiphyllum sensation.

4.1.2. Tipos de contaminante en el cultivo in vitro

Indiscutiblemente para que tengan éxito las técnicas de cultivo de tejidos, es
prioritario tener un protocolo adecuado de desinfeccion de los explantes. Porello se
debe tomar en cuenta los tipos de microorganismos que contienen las plantas
donadoras de explantes. A continuacién, se presentan los microorganismos que

mas pueden desarrollarse en los medios de cultivo.



Bacterias: Es el microorganismo contaminante mas comun in vitro. Las
consecuencias mas comunes de la contaminacion bacteriana de los tejidos
vegetales son la muerte total de los explantes, crecimiento desigual, necrosis local,
baja tasa de crecimiento de los brotes axilares y bajo potencial de raices.
Normalmente, la contaminacién bacteriana se puede detectar por la presencia de
manchas acuosas multicolores en los tejidos de las plantas, turbidez en medios

liquidos y colonias redondas en medios semisdlidos (Suarez, 2020).

Hongos: Los hongos son microorganismos que suelen actuar como contaminantes
externos de los explantes, pero algunos estan asociados al sistema vascular
(Suarez, 2020). La contaminacion se caracteriza por un crecimiento micelial que
cubre rapidamente los explantes, provocando una rapida muerte del tejido, pero la
presencia de levaduras puede confundirse con una contaminacion bacteriana
(Carlisle et al., 2001, citado en Suarez, 2020).

Otros: Algunas particulas infecciosas como son los virus (Khanacademy, 2024),
cuando llegan a un hospedero pueden ser enfermedades dificiles de detectar v,
resultan mas comunes en bulbos, raices o zonas foliares. Para su deteccion es
necesario hacer pruebas de ELISA, sin embargo, resultan costosas y se
recomiendan mas en tubérculos de consumo humano como la papa. En el caso de
plantas ornamentales no es un problema si se realizan los cultivos con zonas en

crecimiento (meristematicas) o alejadas del suelo.

Los micoplasmas (bacterias sin pared celular), también son agentes que pueden
infectar, pero su presencia es escasa en las plantas in vitro. Son bacterias que

pueden eliminarse con antibidticos.

4.1.3. Fuentes de contaminacion

El establecimiento de cultivos asépticos no es un trabajo facil de conseguir, no sélo

es asegurarla asepsia de los medios de cultivosy los distintos explantes, sino que
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pueden presentarse otros factores. Los mas frecuentes son el material vegetal, el

aire y el operario.

Material vegetal: Muchos microorganismos e insectos se encuentran en la
superficie de las plantas sin afectar su crecimiento y desarrollo, e inclusoen algunos
casos favoreciendo el desempefio vegetal. Sin embargo, unavez que entran en
contacto con las condiciones in vitro, se convierten en patdgenos para células,

organos o tejidos cultivados in vitro (Suarez, 2020).

Aire: El aire en condiciones normales mantiene suspendidas particulas de polvo,
esporas de hongos, bacterias, acaros y otros agentes. Por ello, es necesario contar
con un mecanismo que proporcione una buena calidad del aire para disminuirlos
riesgos por contaminacion (Suarez, 2020). Para garantizar la asepsia, es necesario
realizar los subcultivos en una campana de flujo laminar que contenga papel filtro
de 0.22 um, asimismo se le debe dar mantenimientoy verificarque nohayarupturas

en los filtros y una buena presion del aire.

Trabajador u operario: Dentro de las fallas mas comunes se encuentran la
utilizacion de utensilios contaminados, ya sea por falta de tiempo en la esterilizacién
o por mal manejo del operario (Suarez, 2020). En el laboratorio 116 de CTV los
tiempos de esterilizacion térmica son los siguientes: 18 minutos para medio de
cultivoy agroquimicos (Captan 50 y Agri-mycin® 500), 30 minutos para material de
cristaleria y 40 minutos para agua deionizada.

Frecuentemente, el hablar dentro de la campana durante la realizacion de
subcultivos es unafuente de contaminacion, por ello se debe evitar hacerlo. Otra
practica comun es introducir material sin que esté debidamente esterilizado y
mantenerlo dentro de campana, asi como colocacién de herramientas y tejidos
dentro del area de trabajo, sin sacarlos cuando se abran los frascos con medio de
cultivo, esto puede ser un factor importante en la contaminacion de los cultivos.
Indiscutiblemente que, contar con pinzasy bisturi estériles es un requisito que no

puede pasar, por ello se deben calentar el tiempo suficiente las pinzas y bisturies
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para el manejo de las muestras y el subcultivo de tejidos contaminados (Suérez,
2020).

4.1.4. Oxidacion

Spathiphyllum sensation es una especie muy propensa a la oxidacion, por ello se

hizo unarevisién bibliografica acerca de la oxidacion y antioxidantes que ayudaran
a combatir la oxidacion.

4.1.4.1. Definicion

La oxidacion es un problema comun en el CTV que provoca una reduccion del
crecimiento (Uchendu etal, 2011; Laukkanen etal., 2000; Jones y Saxena, 2013),
menores tasas de regeneracion o recalcitrancia (Beckman, 2000; Tabiyeh et al.,
2006; Jonesy Saxena, 2013) y, en ultimainstancia, puede conducirala muerte de
la célula/tejido/planta (Aliyu, 2005; Toth etal., 1994; Thomas, 2008; Jonesy Saxena,
2013). La intensidad del oscurecimiento varia segun las especies, los cultivos y el
estado fisiolégico de la planta/tejido, pero en muchos casos limita demasiado la
capacidad para manipular el crecimiento y el desarrollo de las plantas. La razén por
la que ocurre dicho oscurecimiento es la acumulacion y posterior oxidacion de
compuestos fendlicos en los tejidos y en los medios de cultivo, aunque estos
compuestos estan generalmente presentes en los tejidos sanos de las plantas y
pueden acumularse en tipos de células especializadas (Beckman, 2000), se
producen en mayor abundancia y/o se liberan como respuesta de defensa,
especialmente tras la herida o el estrés del tejido (Beckman, 2000; Dixon y Paiva,
1995; Jones 'y Saxena, 2013). La mayoria de los protocolos de CTV implican herir
el material para extraer los explantesy cultivarlosen entornos bastante estresantes,
lo que amenudo provoca la producciony liberacion de compuestos fenélicos. Como
resultado, esta respuesta de defensanatural puede conducira la acumulacion de
compuestos toxicos que, en Ultimainstancia,dafian o matan las células y los tejidos

vegetales.
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4.1.4.2. Compuestos que inhiben la oxidacion

41.4.2.1. Adsorbentes

Los adsorbentes pueden retrasar el proceso de oxidacion del explante. Algunos
adsorbentes usados son el CA y el PVP, usados en concentracion (0.1-0.3%)
(Smith, 2013).

El CA puede estimular la morfogénesis mediante la absorcion de compuestos
inhibidores y la disminucion de metabolitos téxicos, exudacion y acumulacion de
fenoles. También adsorbe vitaminas y reguladores del crecimiento vegetal del
medio, y puede liberarlos gradualmente al explante (Thomas, 2008). Mientras que
el PVP (Fig. 8) puede retener metabolitos secundarios nocivos como los fenoles
(PhytoTech Labs, 2022).

- Hzf—CHB A
H2C C=0
N/
N
- CH—CHz2—|—
. Polyvinylpyrrolidone Ve

Fig. 8. Formula quimica del PVP (Tomado de
Ingole y Kumbharkhane, 2020).

4.1.4.2.2. Nitrato de plata

El AgNQs inhibe la accion del etileno (Fig. 9). El ion plata es capaz de bloquear
especificamente la accion del etileno exdbgenamente en respuestas clasicas como
la abscisidn, la senescenciay el retraso del crecimiento. Ademas, es un compuesto
muy viable debido a su solubilidad en aguay falta de fitotoxicidad a concentraciones
efectivas (Kumar et al., 2009).

La preparacion del nitrato de plata se puede consultar en el anexo 5.
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El mecanismo de accion del AQNOs aun noesta claro, sin embargo, se cree que los
iones de plata perturban los sitios de union del etileno (Rodriguez et al., 1999).

En la Fig. 9 se muestra como el etileno esta envuelto en varios aspectos del ciclo
de la planta, ya sea afectando (inhibicion de algunos factores fisioldgicos) o
promoviendo (absicién foliar,maduracion y senescencia). A su vez se muestra como

los iones de plata inhiben la accién del etileno.

Maduracion

de la fruta

Promueve Abscision foliar

Metionina

Senescencia

ACC
Formacioén
de raices
SAM

Callosidad

Etileno

Inhibe la Promueve Embriogénesis

accion

lones de Regeneracion

Plata Organogénesis

Inhibe —

Floracion

El etileno esta involucrado Crecimiento
|

__ de los brotes

!
|
|
\ 4
Hormonas del

estrés patégeno

Fig. 9. La biosintesis del etileno y suinfluencia en diversos procesos (Tomado de Kumar et al., 2009)

y modificado y traducido por (Vieyra, 2023).
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4.1.5. Métodos de desinfeccion

En el protocolo de desinfeccion se necesitan factores importantes para combatir los
hongosy bacterias: unasolucion de desinfeccidon compuesta por dos microbicidas,
(hipoclorito de sodio y microdyn®), un surfactante (Tween®-20), ademas de

antibioéticos.

4.1.5.1. Hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio es un desinfectante cominmente usado en los protocolos de
desinfeccion, asi como en la industria, sobre todo en la alimentaria.

Mecanismo de accion: El hipoclorito de sodio media su accién bactericida
reaccionando con acidos grasos y aminoacidos. Mediante la reaccion de
saponificacion, actia como disolvente organicoy de grasas, degradando los acidos
grasos para formar sales de acidos grasos (jabon) y glicerol (reaccion 1) (Estrela
et.al., 2002). Esto reduce la tensién superficial de la solucién restante. El hipoclorito
de sodio puede reaccionar con los aminodacidos para neutralizarlos y formar aguay
sal (reaccion 2), en esta reaccion salen los iones hidroxilo (OH") del aminoacido lo
cual aumenta el pH hasta 12.5, este pH altera la integridad de la membrana
citoplasmatica mediante dafios quimicos a compuestos organicos y transporte de
nutrientes o por medio de la descomposicion de fosfolipidos o acidos grasos
insaturados de la membrana citoplasméatica. Los acidos hipoclorosos (HOCIY)
presentes en las solucionesde hipoclorito de sodio pueden actuar como disolventes
en contacto con el tejido organico para liberar cloro, que forma cloraminas al
combinarse con el grupo amino (NH2) (reaccion 3) de las proteinas que alteran el
metabolismo celular (Estrela et.al., 2002). El cloro en la solucion es un fuerte
oxidante queinhibelas enzimasbacterianas esenciales (L-cisteina) provocando una
oxidacion irreversible de los grupos SH (grupo sulfhidrilo) (Estrela et.al., 2002).
Finalmente, el acido hipocloroso y los iones hipoclorito (OCI") degradan e hidrolizan
algunos aminoacidos como la glutamina y la L-asparagina (Waters, 2024), asi
mismo péptidos. Cabe mencionar que, debido a que el hipoclorito de sodio es una
base fuerte (pH>11) que actuando en conjunto con la liberacion de los iones

hidroxilo se asocia a efectos biol6gicos nocivos en las células bacterianas, ya que
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interfiere en laintegridad de la membrana citoplasmatica que es donde tienen lugar
funciones esenciales como el metabolismo, la divisidn celulary el crecimiento. Con
esta interferencia se da una inhibicion enzimatica irreversible y alteraciones
biosintéticas en el metabolismo celular. Otro factor a considerar del hipoclorito de
sodio es su concentracion ya que de ello depende la eficiencia de la desinfeccion
(Fukuzaki, 2006) en donde se ha demostrado que a concentraciones mas altas es
mas agresivo, mientras que en concentraciones mas bajas (0.5% a 1%), es
biocompatible (Estrela et.al., 2002).

En resumen, el hipoclorito de sodio presenta actividad bactericida porque actia
sobre sitios enzimaticos esenciales bacterianos promoviendo la inactivacion
irreversible originada por los iones hidroxilo y la accion de cloraminacion.
EnlaFig. 10 se presentan las reacciones del mecanismo de reaccion del hipoclorito

de sodio.

Reaccidn 1. Reacciaon de sananificacian

o o
I
R-C—O-R - NaOH <> R—-C—_-O-Na = R-OH
Acido graso Hidroxido Jabon Glicerol
de sodio

Reaccion 2. Reaccién de neutralizacion de aminoacidos

H Lo ] H O
R—C—-—O-—-C -+ NaOH <= R-C—-—0-C + HyO

INH: OH —» NH: OMNa

Aminoéacido Hidroxido Sal Agua
de sodio
Reaccién 3. Reaccion de cloraminacion
H O C1 o]
R—C—O—C:: -~ HOC1I <> R—|C—D—é + HO
MEH: OH > MH: OH
Aminoacido Acido Cloramina Agua
hinocloroso

Fig. 10. Mecanismo de reaccion del Hipoclorito de sodio (Tomado de Estrela et al., 2002) y traducido por
(Vieyra, 2023).
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415.2. Tween®-20

Es un agente tensoactivo normalmente usado junto con el desinfectante en los
protocolos de desinfeccion, la concentracion normalmente utilizada es (0.01-0.1%)
(Sharry et al., 2015; Ramirez, 2001; Salgado, 2007).

Como surfactante, reduce la tension superficial del agua y permite una mayor
dispersion de los productos de limpiezay desinfeccion, lo que ayuda a que sea mas

efectivo en la eliminacién de microorganismos (TCKlean Lab, 2023).

4.1.5.3. Microdyn®

Es un bactericida usado para agua, alimentos y utensilios. Su composicion consta
de agua bidestilada, grenetinas de origen animal y plata ionizada. Elimina
aproximadamente mas de 600 microorganismos entre ellos: la salmonela, el célera

y los estreptococos. No contiene yodo ni cloro (Farmalisto México, 2023).

4.15.4. Antibioticos

Los antibidticos usados en los protocolos de desinfeccion fueron: cefotaxima,

vancomicina y amoxicilina, dichos antibioticos pertenecen a dos distintos grupos,
que a continuacion se explican.

Cefotaxima: Pertenece al subgrupo de las cefalosporinas, mas concretamente al
grupo de los B-lactamicos que son compuestos bactericidas que inhiben las fases
finales de la sintesis del peptidoglucano, en la que intervienen activamente las
enzimas PBP (proteinas de union ala penicilina). Los B-lactamicos bloquean estas
enzimasporquetienen unaestructurasimilarala del residuo acil-D-alanin-D-alanina
de las cadenas del peptidoglicano, un sustrato natural de las PBP. Las bacterias
poseen varias PBP (Calvo y Martinez, 2009).

Amoxicilina: Forma parte del grupo de los B-lactdmicos, pero se encuentraen el

subgrupo de las penicilinas (Calvo, 2009).

Vancomicina: Pertenece al subgrupo de carbapenems, especificamente al grupo
de los glucopéptidos, cuya accion al igual que los B-lactdmicos tiene lugar en la
etapa de la formacion estructural del peptidoglucano, sélo que los glucopéptidos

actian en un paso previo a estos debido a que impiden la transferencia del
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disacarido pentapéptido, unido al transportador lipidico de la membrana
citoplasmica, al aceptor de la pared celular (Calvo y Martinez, 2009), alterando asi
dicha membrana.

La preparacion de los antibiéticos se muestra a detalle en el anexo 3.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Material biolégico

Para el desarrollo del presente trabajo, se utilizaron plantas de Cuna de Moisés
(Spathiphyllum sensation) proporcionadas por unaviverista, lalng. Hortensia Ceroén,
quien trajo en dos periodos plantas, la primera entrega fueron 3 plantas en el mes
de octubre de 2022 (Fig. 11) se observan las plantas 2y 3 porque la 1 ya habia sido
sembrada. La segunda entrega se llevé a cabo transcurridos 3 meses de la primera
y consté de 5 plantas (Fig. 12). Todas las plantas provenian del vivero fragans

localizado en el estado de Morelos: Av. Benito Juarez s/n Tetecalita. Municipio:
Emiliano Zapata. C. P. 62768.

Fig. 11. Plantas recibidas en la primera entrega plantas 2y 3 (Vieyra, 2022).
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4.2.2 Programa fitosanitario y de fertilizacion

Todas las plantas se mantuvieron bajo condiciones de invernadero y se sometieron
a un programa fitosanitario y de fertilizacion. El programa fitosanitario consistié en
riegos con dos agroquimicos, Captan 50 y Agri-mycin® 500, a una concentracion
de 2 g/l cada semana. En el programa de fertilizacion, se regaron las plantas con
una solucion fertilizante que contenia sales del medio MS al 50%, excepto los
microelementos quelantes que se incorporaron al 100%. Ademas, se agregaron
vitaminas MS modificadas al 100% y BA a razén de 2 a 3 mg/l como regulador de
crecimiento. Posteriormente, se recibieron cinco plantas transcurridos 3 meses de
la primera entrega (Fig. 12) nombradas de la siguiente manera: 1A a 5E, siendo
sembradas en ese orden excepto la planta 5E, las condiciones se mantuvieron
iguales a las de las plantas recibidas en la primera entrega, excepto que en el
programa de fertilizacién se agregd AGs a razon de 3 mg/l para estimular la floracion.
Los riegos se llevaron a cabo tres veces por semana; un dia se regd con

agroquimicos y fertilizacién, y los otros dias solo se reg6 con agua corriente.

Transcurridos 5 meses se dejaron de agregar los agroquimicos a la solucién de
riego y después de 10 meses se afiadio Kn (2 mg/l) al programa de fertilizacion,
para estimularla formacién de mas brotes, se esperaba obtener mas brotes de los
que se obtuvieron con BA.

Un afio después de que se implementd este programa de fertilizacion ya no se
afiadieron sales MS a la solucién de riego, s6lo se agregaron los reguladores de
crecimiento, y se adicion6 agua de coco al 20 % en sustitucion a la Vit-R2.

60



Fig. 12. Plantas recibidas en segunda entregaplantas 1A a5E (Vieyra, 2023).

4.2.3. Método de desinfeccion

Se probaron varios protocolos de desinfeccidn, los cuales se modificaron para cada
siembra en funcion de los resultados obtenidos en el ensayo anterior. Los métodos
de desinfeccion constaron de dos partes, la primera parte consisti6 de un
pretratamiento y preparacion de las zonas de donde se aislaron los explantes, ésta
se llevé a cabo fuerade campana, esto es, sin condiciones asépticas, la segunda
parte se llevo a cabo bajo condiciones asépticas en la campana de flujo laminar. En
la tabla 3 se muestran los diferentes protocolos de desinfeccion probados para
Spathiphyllum sensation, ensayos 1 a 5, en latabla 4 se muestran los protocolos de
desinfeccion para los ensayos 6y 7.
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Ensayo 1

Ensayo 2

Ensayo 3

Ensayo 4

Ensayo 5

Planta/ Componentes de los métodos de

desinfecciéon

Octubre

Separacion de los diferentes explantes ex vitro

explantes

Lavado con jabén y agua corriente de los

Lavado con Vanish (200 mg/l)

Mantenimiento de los explantes en solucion

antioxidante con antibioticos®

No aplica

Solucién de Captan 2 g/l

Octubre

Octubre

En campana de flujo laminar (bajo condiciones asépticas)

Enero

Enero

15 min

30 min

6 Los antibidticos utilizados fueron: Cefotaxima (250 mg/l), Enrofloxacina (5 mg/l), adicionalmente se agregé como antimicético Terbinafina

(150 mg/I).
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Solucion de Agri-mycin® 500 2 g/l

Enjuagues 3 a 4 veces durante 1 minuto con
H20 deionizada estéril

Soluciéon de NaClO comercial al 6% de

ingrediente activo

Enjuagues 3 a 4 veces durante 1 minuto con
H20 deionizada estéril

Preparacion, diseccion y limpieza de los

explantes ’

40 min

15% durante
15 minutos

Sélo rizoma

40 min +L-
cisteina
19/l

10%
durante 10

minutos

Rizomay
ligulas

15% durante
10 minutos

Rizoma,
ligulas,
[aminas
foliares,

nervadura

No aplica

15%
durante 12

minutos

Rizoma,
ligulas,
[aminas
foliares,

nervadura

15%
durante 15

minutos

Rizoma,
ligulas,
laminas
foliares,

nervadura

7 Los explantes se separaron afuera de la campana de flujo laminar, sin embargo, algunos de ellos, después de incubacién con antioxidantes,
se prepararon para su siembra eliminando las partes oxidadas, si asi lo requerian.
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Solucién antioxidante y antibiéticos®

Solucién de medio de cultivo liquido® con
antioxidante y antibioticos

Siembra de explantes

Pasos

Ensayo 6

central y central y central y
peciolo, apice apice apice
22 h No aplica

No aplica

Ensayo 7

Planta/ Componentes de los métodos de
desinfeccion

Separacion de los diferentes explantes

Lavado con jabdn y aguacorriente de los explantes

Lavado con Vanish (200 mg/l)

Enero

No aplica

Enero

8 Los antioxidantes utilizados fueron (AA y AC razén de 100 mg/l, 0.25 g de PVP y a partir del ensayo 2 se agregd L-cisteina a una

concentracion de 1g/l).
9 Como medio liquido se utilizé el medio ST-1.
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Mantenimiento de los explantes en solucion
antioxidante con antibioticos

En campana de flujo laminar (bajo condiciones asépticas)

Solucién de Captan 50 2 g/l No aplica 30 min

Solucion de Agri-mycin® 500 2 g/l No aplica

Enjuagues 3 a 4 veces durante 1 minuto con H20 No aplica

deionizada estéril

15% durante 10 minutos

Solucién de NaClO comercial al 6% de ingrediente

activo

Enjuagues 3 a 4 veces durante 1 minuto con H20
deionizada estéril

Preparacion, disecciéon y limpieza de los explantes

Rizoma, ligulas, laminas foliares, nervadura central y apice

Solucién antioxidante y antibiéticos No aplica

Solucion de medio de cultivo liquido con
antioxidante y antibioticos

Siembra de explantes




En la Fig. 13 se presenta el pretratamiento y en la Fig. 14 se presentan los pasos

realizados en campana del protocolo de desinfeccion de explantes de la planta madre.

En la Fig. 13 se muestra el pretratamiento antes de entrar a campana del protocolo de
desinfeccion de Spathiphyllum sensation. A. Planta en condiciones de invernadero, B.
Después de sacar la planta de la maceta se retira el exceso de tierra de raices y hojas
con agua corriente, C. Corte de las raices, D. En laboratorio después de lavar
suavemente con jabdon y enjuagar las hojas, tallo y raices, se quitan las hojas mas
maduras, E. Con ayuda de un bisturi quitar las hojas maduras mas cercanas al rizoma
desde donde comience cambio de coloracion, quedarse con la hoja/hojas méas jovenes,
F. Quitar cuidadosamente con bisturi las raices, G. Cortar las ligulas de las hojas mas
jévenes y adicionar antioxidantes, H. Cortar las [aminas foliares en segmentos y agregar
antioxidantes, I. Rizoma en antioxidante (ver anexo 5 para preparacion), J. Rizoma
seccionado en parte basal y apical.
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Fig. 13. Pretratamiento del protocolo de

desinfeccién. Primera parte en condiciones

no asépticas
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En la Fig. 14 se muestra la continuacién del protocolo de desinfeccion de Spathiphylllum
sensation mostrando los pasos realizados en campana. K. Rizoma, laminas foliares,
ligulasy nervadura central en solucion de Captan, L. Rizoma, laminas foliares, ligulasy
nervadura central después de decantar el Captan, M. Cloro, microdyn® y Tween®-20
necesarios para preparar la solucién de NaClO al 15% v/v, N. Rizoma, laminas foliares,
ligulas y nervadura central en la solucion de NaClO, N. Rizoma apical en solucién con
antioxidantes mas antibidticos que posteriormente se sembrara, O. Rizoma basal,
laminas foliares, ligulas y nervadura central después del enjuague en la solucién de
NaClO al 15% v/v, P. Nervaduracentral en antioxidantes mas antibiéticos preparada para
estar en agitacion durante 24 h en la oscuridad, Q. LAminasfoliares en antioxidantes mas

antibioticos preparadas para estar en agitacion durante 24 h en la oscuridad, R. Rizoma
basal a punto de ser seccionado para siembra.
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Fig. 14. Pasos de los métodos de desinfeccion

campana. Segunda parte bajo condiciones asépticas

en

(o))
(o]



4.2.4. Medio de cultivo

Se realizaron distintos medios de cultivo de induccién para observar cual era el
adecuado para la planta, haciendo variaciones de éstos, basandose principalmente
en los diferentes antioxidantesy sus combinacionesy concentraciones que podia
servir para disminuir la oxidacion de los explantes. De manera general se disefiaron
diferentes medios basados en: sales inorganicas, antioxidantes (para el control de

la oxidacion) y, diferentes reguladores de crecimiento (para inducir callo o brote).

Se probaron los medios: MS (ST-1 y ST-2) para inducirbrotes adventiciosy B5 (ST-
C) para la induccién de callo embriogénico (Tabla 5). Todos los medios de cultivo
se prepararon a partir de solucionesconcentradas (Anexo 1) MS (ST-1y ST-2) y B5
(ST-C). Los medios se suplementaron con 3% de sacarosa, vitaminas modificadas
del medio MS al 100% (R2), glicina en una concentracion de 2 mg/l, asi mismo
antioxidantes (AA y AC a razon de 100 mg/l y PVP 0.25 g/l), en el caso de la L-
cisteina (1g/l) se adicion6 a partir del ensayo 3 y el CA se adicion6 a partir del
ensayo 5. A todos los medios de cultivo se les ajusté el pH a 5.7 utilizandoHCl o
NaOH 1 N segun fuera necesario. A los medios de cultivo sélidos se les agrego
como agente gelificante Gelzan a una concentracién de 3.5 g/l. En cuanto a los
reguladores de crecimiento y otros compuestos organicos probados, en la Tabla 6
se especifican los utilizados en cada ensayo.

Tabla. 5. Medios de cultivo probados en los diferentes ensayos.

Explante/ Proceso Medios/Ensayos
Morfogenético
ST-1 ST-2 ST-C ST-A
Brote Ensayo 1-7 | Ensayo 1-7
Callo Ensayo 2-7
Apice Ensayo 3-7
Tabla. 6. Medios de cultivo probados y sus componentes.
Componentes de Medios de cultivo (1 litro)
los medios de ST-1 ST-2 ST-C ST-A
cultivo
Sales minerales MS (100%) B5 MS
Vitaminas R2 (100%) ver anexo 2
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Glicina 2 mg
Coctel 22 Ver anexo 2
BA 1 mg

Dicamba 1 mg
ANA 1 mg
AlB 1 mg
AG3 1mg

AgNO3 2mg
CA 1lg

4.2.5. Experimentos con variacion de concentracion de L-cisteina

En noviembre de 2022 se observé que los tres medios empleados (ST-1, ST-2 y

ST-C) presentaron particulas blancas desde la superficie y en algunos frascos

desde la mitad del medio. No se sabia si se trataba de contaminacidn, precipitacion

de algun reactivo o reaccién entre los antibioticos y antifingicos que se adicionaron

a los medios [Cefotaxima (250 mg/l), Nistatina (50 mg/l), Vancomicina (25 mg/l),

Ketoconazol (50 mg/l), Meropenem (20 mg/l)] asi que se probaron los siguientes

medios con distintas combinaciones de antibiéticos y antifGngicos (Tabla 7).

Tabla. 7. Variacion de antibiéticos y antifGngicos en medio MS.

No. Cantidad Variacion Tipo de
Experimento | medio de experimento
cultivo (ml)
1 100 Cefotaxima, nistatina, Control positivo
vancomicina, ketoconazol,
meropenem
2 100 Cefotaxima, nistatina, Tratamientos
vancomicina, meropenem
3 100 Cefotaxima, nistatina,
vancomicina, ketoconazol,
4 100 Cefotaxima, nistatina,
ketoconazol, meropenem
5 100 Sin nada Control negativo
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Todos los medios que se probaron presentaron particulas, de lo cual se descart
qgue dichas particulas se debieran a la reaccidn entre antibiéticos y antifingicos, asi
que soblo quedaban las opciones de que se debiera a contaminacion o a
precipitacion de algun reactivo utilizado en la preparacion del medio. La primera
opcion se descartd dado que se sembré unaplantaa un medio ST-1 que presentd
dichas particulas en la superficie, dos dias después se sembré en un medio MS sin
antibioticos y antifingicos para observar si habia contaminacién, 8 dias después se
observé quela plantanotenia contaminacion, que se esperaba que hubiera ocurrido
debido al efecto de contaminacion cruzada, el cual no fue el caso.

Asi que solo quedaba la opcion de que se debiera a la precipitacion de algun
reactivo, para lo cual se probaron las diferentes concentraciones de L- cisteina
(Tabla 8).

Tabla. 8. Variacion de la
concentracion de L-cisteina en
medio ST-1.

Cantidad medio Concentracién
de cultivo (ml) de L-cisteina

(g/L)
100 1
100 2
100 3
100 4
100 0

De estos experimentos se observé que los medios con concentraciones de L-
cisteina de 2g/l, 3g/l y 4g/l presentaron precipitacion, por lo cual se decidié usar la

concentracion de 1g/l de L-cisteina para la preparacion de los medios de cultivo ST-
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1, ST-2, ST-C, ST-I. Finalmente,los medios probados se presentan enla tabla 1 del
anexo 1.

4.2.6. Secciones del Rizoma

El primer explante que se eligi6 para los ensayos fue el rizoma, que se dividi6 en
tres partes iguales para identificar en los explantes sembrados y asi poder observar
su tipo de respuesta. Estos tipos de explantes se desinfectaron segun el ensayo 4,
presentado en la Tabla 3. Los explantes se tomaron de cada zona del rizoma y
dichas partes se muestran en la Fig. 15.

Rizoma superior

Rizoma medio

Rizoma basal

Fig. 15. Partes del rizoma usadas en los ensayos.

4.2.7. Protocolo de desinfeccion de brotes planta 5E

Los brotes también fueron un explante seleccionado, el protocolo de desinfeccion

de los brotes es el siguiente, y es diferente a los antes presentados en las tablas 3
y 4:

1. Se lavaron con jabon y agua deionizada corriente.

2. Se colocaron los brotes en unasolucion antioxidante con 150 mg de AAy AC.
3. Posteriormente se realiz6 un enjuague con una solucion de alcohol al 60%.
4. Se enjuagaron con agua deionizada estéril dos veces.

5. Los brotes se sumergieron en unasolucién de NaClO al 7% v/iv mas 1 gotall

de Tween®-20y 15 gotas/| de microdyn® y se dejan durante 12 a 15 minutos.
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6. Se realizaron tres veces enjuagues con agua deionizada estéril.

7. Posteriormente, los explantes se enjuagaron con Captan (2g/l) durante 15
minutos.

8. Se realizaron tres a cuatro enjuagues con agua deionizada estéril

9. Se dejaron en una solucion de Agri-mycin® 500 (2g/l) durante 15 minutos.

10.Posteriormente se enjuago cuatro a cinco veces con agua deionizada estéril.

11.Finalmente se dejaron los brotes en solucion antioxidante conteniendo acido
ascorbico y citrico a razéon de 100 g/L de ambos antioxidantes y con
antibidticos [Cefotaxima (250 mgl/l), Vancomicina (25 mg/l), Amoxicilina (350
mg/l) y el fungicida Terbinafina (150 mg/l)].

12. Se diseccionaron los apices desde el mas grande al mas chico, quitando
primeramente las hojas nuevasy después cortando el rizoma y el apice de
cada tamafo presentado en la Tabla 9.

4.2.8. Protocolo de desinfeccion de brote Octubre 2023

Derivado del protocolo de la seccién 4.2.7, al presentarse mucha contaminacion del
brote sembrado en octubre de 2023 (el cual también proviene de la planta 5E) se

hicieron modificaciones para tratar de salvarlo, se enlistan a continuacion los pasos
utilizados para dicho fin:

1. Se enjuag6 dos veces con agua deionizada estéril.

N

. Seenjuagdéen unasolucion deNaClO al 5% v/v durante 10 minutos. Agregue
1gota/l Tween®-20, 15 gotas/| microdyn®.

. Se enjuago cuatro veces con agua deionizada estéril.

. Se enjuago con Terbinafina durante 30 minutos.

. Se enjuago cuatro veces con agua deionizada estéril.

o O~ W

. Se sembré en medio solido NaP6-4.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1.Resultados

Después de cada desinfeccion se sembraron los explantes elegidos: rizoma, apice,
brote, ligula, nervadura central y lamina foliar, en medios de cultivo ST-1, ST-2 y
ST-C con una concentracion de L-cisteina de 1g/l dicha concentracion se fijo de

acuerdo con los resultados obtenidos en la seccion 4.2.5 de este CAPITULO, en la

Fig. 16 se puede observar fotos de dicho ensayo.

Precipitacion

de L-cisteina

Fig. 16. Comparacion medio ST-1 con planta en otro medio. A. Medio ST-1 que se pensaba tenia

contaminacion, B. Planta que habia sido sembrada en el medio ST-1 ahora en un nuevo medio MS.

4.3.1.1. Rizoma

En los explantes de las diferentes zonas del rizoma se observé que el
oscurecimiento del tejido se presenté en algunos explantes mas que otros; en la
Fig. 17 se observa esta respuesta.

En la Fig. 17 se presentan los explantes de rizoma: A. Rizoma seccionado en parte
basal, media y superior en medios de cultivo liquidos ST- 1, ST-2 y ST-C, elrizoma
después de ser desinfectadoy seccionado se dejaba en agitacion en los distintos
medios liquidos, aqui los explantes se muestran después de 24 h en agitacion
(ensayo 4), no se observa oxidacién, B. Rizoma superior en medio ST-2 después
de 3 dias después de la siembra, se observa cerca de un 80% de oxidacion (ensayo
4), C. Rizoma medio aun sin oscurecimiento en medio ST-1 después de 4 dias de

ser sembrado (ensayo 3), D. Rizoma medio con oscurecimiento en medio ST-2
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después de 4 dias de ser sembrado (ensayo 3), E. Comparacién entre explante
oxidado, no oxidado y el medio de cultivo 14 dias después de ser sembrados
(ensayo 3), F. Explantes oxidados en medios ST-1 y ST-2 14 dias despuésde ser
sembrados (ensayo 3), G. Vista superiorde un explante de rizoma medio oxidadoy
contaminado 16 dias después de ser sembrado (ensayo 3), H. Rizoma medio al ser
seccionado dentro de la campana de flujo laminar después de 15 dias de ser
sembrado, en los subcultivos, a los explantes se les quité la parte superficial oxidada
para verificar si el tejido estaba vivo 0 no. Se observé que el tejido presentd
oxidacion esto posiblemente a que el tejido ya estaba muerto (ensayo 3), I. Rizoma
superior antes de ser retirada su parte superficial después de 28 dias de ser
sembrado, se observé una oxidacion superficial del 100% (ensayo 3), J. Rizoma
superior después de ser retirada su parte superficial después de 28 dias de ser
sembrado (ensayo 3), se observo que el tejido internamente seguia vivo y sin
oxidacion, K. Rizoma superioren medio ST-1 con CA, este adsorbente se adicion6

a partir del ensayo 4, se observo que no hay tejido oxidado.
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Fig. 17. Explantes de rizoma.
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4.3.1.2. Apice

El segundo explante probado fue el Apice, en conjunto con la yema y el meristemo.

La Fig. 18. corresponde a los Apice y meristemos: A. Apice planta 2B (ensayo 5) 17
dias después de ser sembrado, no presento oxidacion, B. Hojas planta 2B 17 dias
después de ser sembradas, no se observo oxidacion aun después de varios dias,
C. Hojas, foto de microscopio estereoscépico al momento de ser sembradas, no se
observo oxidaciéon,D. Yema del rizoma planta 2B 17 dias despuésde ser sembrada,
no se observé oxidacion aun despuésde varios dias, E-G. Yema del rizoma, foto de
microscopio estereoscopico al momento de ser sembrada, no se observé oxidacion,
H. Yema de hojao raiz planta 2B 17 dias después de ser sembrada, no se observo
oxidacion aun después de varios dias, |. Yema de hoja o raiz, foto de microscopio
estereoscopico al momento de ser sembrada, no se observo oxidacion, J. Yema de
hoja o raiz planta 2B 17 dias después de ser sembrada, no se observd oxidacion
aun después de varios dias, K. Yema de hoja o raiz planta 2B al momento de ser
sembrada, L. Yema planta 2B 17 dias después de ser sembrada, no se observé
oxidacion aun después de varios dias, M. Yema planta 2B al momento de ser

sembradas, N. Meristemo planta 2B al momento de ser sembrado se observé
oxidacion.

A partir del ensayo 4, los meristemos se sembraron en los medios de cultivo antes
mencionados y fueron suplementados con CA como se muestra en la Fig.18.

Estos apicesy sus correspondientes meristemos se oxidaron facilmente, porlo cual
no dieron respuesta, se considera que es debido al tamafio tan pequefio de los

explantes.
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Fig. 18. Apice y meristemos.
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Conlos resultados obtenidos de la primera siembra, se sembraron unavez mas tres
brotes y apices de la planta 5E. Cabe mencionar que estos tres brotes adventicios

fueron el resultado del programa de fertilizacién al que se sometieron las plantas.
La Fig.19 muestra los tamafos de los brotes.

Fig. 19. Brotes planta5E: A. Brote grande planta 5E, B. Brote mediano planta 5E,
C. Brote chico planta 5E.

Las medidas de los brotes se muestran en la tabla 9.

Fig. 19. Brotes ex vitro planta 5E.

Tabla. 9. Tipo de brote y medidas de planta y rizoma.
Tipo de brote Medida planta | Medida rizoma
(cm) (cm)
Brote grande 12 2.5
Brote mediano 2.5 0.5
Brote chico 2 sin

El proceso de desinfeccion utilizado fue el mismo que se uso en la primera siembra
de los brotes, y en la Fig. 20 se muestran los resultados.

Fig. 20. Brotes in vitro planta 5E: A. Brotes en solucion Captan (2g/l) mismo dia de
siembra, de acuerdo al protocolo de desinfeccion de brotes de la planta5E, B. Apice
grande 30 min después de la desinfecciony siembra, C. Rizoma brote grande 30

min después de la desinfecciony siembra, D. Apice brote mediano 30 min después




de la desinfecciony siembra, E. Rizoma brote mediano 30 min después de la
desinfeccién y siembra, F. Brote chico 9 dias después de la siembra.

Fig. 20. Brotes in vitro planta 5E.

Los brotes y apices se subcultivaron a medio con CA como se percibe en la Fig.21.

Fig. 21. Brotes planta 5E en CA 29 dias después de la siembra: A. Apice brote
grande, B. Brote chico, C. Hoja, D. Hoja, E. Brote chico, F. Apice brote mediano, G.

Rizoma brote mediano.

En esta figura se observa contaminacién ademas de tejido muerto.
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Fig. 21. Brotes planta 5E en medio de cultivo con CA 29 dias
después de la siembra.

Se realizé unavez més una siembra de un brote. La Fig. 22 muestra el brote ex
vitro.
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Fig. 22. Brote ex vitro octubre 2023.

En la Fig.23 se muestran algunas fotos del protocolo de desinfeccion del brote,

siendo el mismo protocolo que se utilizo en los brotes anteriores.

Fig. 23. Protocolo desinfeccion de brote octubre 2023: A. Brote ex vitro en solucion
antioxidante con antibiéticos, B. Brote en campana de flujo laminar en solucion de
NaClO al 7%, C. Brote en campana de flujo laminar en Captan (2g/l), D. Brote
después del protocolo de desinfeccion, E. Brote después de quitar raices y hojas

maduras.

Fig. 23. Protocolo desinfeccion de brote octubre 2023.
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El brote sembrado, aun cuando se someti6 a un protocolo de desinfeccion
modificado con base a los resultados obtenidos, se infectd 4 veces mas, y se

desinfecté de acuerdo con el protocolo de desinfeccion presentado en la seccion
4.2.8.

En la Fig. 24 se observa la transicion del brote sembrado y después de las
desinfecciones. Como se observa el brote muri6 debido a las repetidas
desinfecciones y por la presencia del hongo.

A. Brote sembrado en medio NaP6-4, B. Brote infectado después de
desinfecciones.

Fig. 24. Brote octubre planta 5E 1 mes después de desinfeccidn.

4.3.1.3. LAmina foliar.

El tercer explante seleccionado fueron las [aminas foliares.

La Fig. 25. Corresponde a los explantes de laminas foliares: A. Laminas foliares en
los distintos medios liquidos con antibiéticos y antifingicos: ST-1, ST-2 y ST-C para
su agitacion durante 24 h (ensayo 4), B. Laminafoliaren medio ST-13 dias después
de la siembra (ensayo 4), C. Lamina foliar en medio ST-C 3 dias después de la
siembra (ensayo 4), D. Explantes de lamina foliar 3 dias después de la siembra
(ensayo 4), E. Laminas foliares en medio ST-1 con CA en el dia de la siembra
(ensayo 5), F. LAminas foliares oxidadas después de 5 meses y 29 dias (ensayo 5),

G. Laminasfoliares oxidadas después de 7 meses y 12 dias (ensayo 3), H. LaAminas



foliares oxidadas 12 dias después de la siembra, I. Lamina foliar con cambio de
coloracion e hinchamiento 12 dias después de la siembra (ensayo 5).

A partir del ensayo 4, las laminas foliares se sembraron en los medios de cultivo
antes mencionados pero adicionados con CA como se muestra en las fotos E, F, I.

Sin embargo, pasados 5 meses de subcultivo las laminas foliares se oxidaron, en
las fotos F-H se puede observar dicho tejido oxidado.

Cabe sefialar que no todas las laminas foliares se oxidaron, algunas dieron
respuesta de las siguientes formas: cambiando de coloracion, es decir se
presentaban secciones color verde claro alrededor de la lamina foliar, o se
hinchaban. Dicha respuesta se representa en lafoto I. Estos segmentos de laminas

foliares se usaron para el protocolo de protoplastos que se realizOy que se presenta
en el CAPITULOV.

85



Fig. 25. Explantes de lamina foliar.

(o)
(o))



4.3.1.4. Ligulas

El cuarto explante seleccionado fueron las ligulas.

En la Fig. 26. Se muestra las respuestas de este explante. En la foto A se puede
ver su aspecto al ser seccionadas en la campana.

Las ligulas no se oxidaron tanto como los rizomas, sin embargo, se oxidaron un
poco mas en comparacion con las laminas foliares.

En laFig. 26 se muestran los explantes de ligula: En el panel A. esta la Ligula al ser
seccionadaen la campanade flujo laminar el dia de siembra (ensayo 5), mientras
qgue en el B aparecen explantes de ligula en medios ST-C y ST-1 con sus

respectivos medios liquidos en la parte superficial 3 dias después de la siembra.

Fig. 26. Explantes de ligula.

A partir del ensayo 4, las ligulas se sembraron en los medios de cultivo antes
mencionados pero adicionados con CA como se muestra en la Fig. 27. Estas fotos

muestran el aspecto despuésde 5 meses y 1 dia después de la siembra (ensayo
5).

Fig. 27. Explantes de Ligula en medio ST-2 con CA.
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4.3.1.5. Nervadura central

El quinto explante seleccionado fueron las nervaduras centrales. Tras la
desinfeccion no present6 oxidacion, como se aprecia en la Fig. 28 foto A, donde se
observan en los distintos medios liquidos con antibiéticos y antifungicos: ST-1, ST-

2y ST-C (anteriormente nombrado Carrizo) para su agitacion durante 24 h (ensayo
4), como parte final del protocolo de desinfeccion.

A partir del ensayo 4, las nervaduras centrales se sembraron en los medios de
cultivoantes mencionados pero adicionadoscon CA, como se muestra en laFig. 28

foto B, en donde se observa la nervadura central oxidada después de 5 meses y 29
dias de la siembra (ensayo 5).

Fig. 28. Explantes de nervadura central: A. Nervaduras centrales en los distintos
medios liquidos, B. Nervadura central oxidada después de 5 meses y 29 dias de la
siembra (ensayo 5).

Fig. 28. Explantes de nervadura central
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A continuacion, se presentan las graficas de los pardmetros que se consideraron
para evaluarlarespuesta morfogenética de Spathiphyllum sensation con la técnica
de organogénesis: porcentaje de oxidacion y tipo de explante.
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Grafica 1. Porcentaje de oxidacién en cada explante.
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Gréfica 2. Porcentaje de oxidacién en cada explante del rizoma
de acuerdo al transcurso de los dias.
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AA, AC, PVP, L-Cisteina, CA, AgNO3
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Gréafica 3. Porcentaje de oxidacion con respecto la combinacién

de antioxidantes en el transcurso de los dias en LF, Li, Ap, Nc, Ri.
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4.4. DISCUSION

La desinfeccién quimicallevada a cabo en los diferentes ensayos fue un proceso
largo y riguroso debido a que el objetivo fue la eliminacién de hongosy bacterias

presentes en la superficie de las plantas, siempre que éstos fueran superficiales.

Durante esta etapa se tuvieron varios factores fundamentales para lograr el
establecimiento de cultivos asépticos, los meéetodos de desinfeccion y los
antioxidantes. Ademas, la respuesta morfogenética no sélo depende de conseguir

la asepsia, sino también del tipo de explante y medio de cultivo.

Como se describi6 en materiales y métodos, los métodos de desinfeccion se
hicieron en dos partes, la primera desde la seleccién de la planta, el lavado de las
diferentes secciones de la planta donadora, y la segunda dentro de campana. Cabe
sefialar que los antioxidantes se utilizaron desde la primera parte. Por ello se

discutira primero la respuesta de los distintos explantes sometidos a los diferentes
antioxidantes.

4.3.3.1. Antioxidantes en el medio de cultivo y oxidaciéon

Se probaron distintos explantes: rizoma, apice, lamina foliar, ligula, nervadura
central, y todos ellos presentaron una oxidacion desde el inicio. Se observé que, en
los 6érganos o tejidos, al inicio delaislamiento, ya iniciabalaoxidacion y ésta, al cabo
de dos horas, ya era evidente en casi todos los explantes. Esta situacién provoco
que, en un par de dias, los explantes no presentaran respuesta alguna a los
diferentes medios de cultivo. Sin embargo, si se logré observar que habia grados
de oxidacion en los diferentes explantes, de mayor a menor oxidacion se enlistan:
rizoma, nervadura central, apice, ligula, lAmina foliar, como se muestra en la grafica
1. La ldmina foliar no se oxid6 rapidamente e incluso se observé un poco de
hinchaz6ny cambio de coloracion en el transcurso de varias semanas. Aun cuando
las hojas también presentaron algo de oxidacion, se decidi6 mantenerlas para

obtener protoplastos ya que éstas no presentaban contaminaciény su oxidacion fue
moderada.
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Todos los explantes utilizados en los ensayos 1 a 3 se oxidaron y contaminaron,
pero sirvieron para definirlos criterios para los siguientes métodos de desinfeccion,

evaluados en los ensayos 4-7.

Todos los explantes presentaron diferencias en cuanto al tiempo en que se
evidencidla oxidacion,asi como el porcentaje de tejido oxidado. De esta manera se
observé que el rizoma se oxidé desde 1-4 dias después de la siembra; apice,
yemas, ligulas y meristemos se oxidaron después de 5 meses de haber sido
sembrados, mientras que las laminas foliares se oxidaron después de casi 6 meses
después de la siembra; y las nervaduras centrales se oxidaron después de 1 dia de
la siembra. Estas diferencias de oxidacion en cada explante se deben a que algunos
tejidos de la planta son mas maduros que otros, entre los tejidos maduros tenemos
al rizoma y la ligula, en los tejidos jovenes a las [aminas foliares ya que provenian
de hojasjévenes, apice y nervaduracentral,y se reporta quelos tejidos jévenes son
menos susceptibles a la oxidacion que los tejidos maduros (Sherrington y George,
1984).

Como se puede observar, la LF es el explante que mas se tardd en oxidar y la
nervadura central la que se oxidé rapidamente.

Al no contar con informacion sobre el cultivo in vitro de esta especie, y
especificamente sobre métodos de desinfeccidon se tuvieron que hacer
observacionessobre la respuesta de estos tejidos y se constatd que la oxidacion no
permitié que los explantes respondieran a los diferentes medios de cultivo.

Es importante destacar que la eleccion, el aislamiento y desinfecciéon de los
diferentestejidos u érganos, es el primer paso para tener éxito en el establecimiento

de los cultivos in vitro de cualquier especie.

En el caso del explante, es importante su estado fisioldgico, edad no sélo del tejido,

sino también de la planta donadora de explantes. EI grado de desarrollo y
crecimiento y, sin duda alguna su estado fitosanitario.
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Durante el proceso de desinfeccion la manipulacion, el método utilizado, también
son factores muy importantes para lograr el establecimiento de cultivos asépticos
(Franclet et al.,1987).

Aun cuando se eligieron los tejidos y érganos saludables, se utilizaron compuestos
no tan agresivos, y la manipulacion fue cuidadosa, aun asi, se presentd una
condicién de estrés para los explantes. La separacion de los tejidos en la planta
madre, la separacion y/o disecciéon ya bajo las condiciones asépticas, la
concentracion y tiempo de exposicidn a la desinfeccion, posiblemente provocaron
que los tejidos se dafiaran y se presentara unareaccion a través de la produccién
de metabolitos secundarios tales como los compuestos fendlicos. Estas sustancias
desencadenan reacciones de hipersensibilidad, las cuales pueden ser desde
cantidades pequefias de exudacion al medio de cultivo hasta la muerte de células
en donde se produjo la reaccion, hasta las células vecinasy finalmente, la muerte

del tejido o explante.

Algunos autores mencionan que el dafio mecanico puede generar reacciones

fendlicas y los fenoles sintetizados pueden ser de tres tipos:
1.La sintesis de productos fendlicos monomeéricos (fitoalexinas).
2. La sintesis de derivados polifendlicos.

3.La oxidacién de componentes fendlicos sintetizados anteriormente que dan lugar
a quinonas y a material polimerizado (ligninas).

(Stonier, et al., 1971).

Los fenoles son sustancias labiles y faciles de oxidar, dando como resultado
productos fitotoxicos, provocando alteraciones en las respuestas morfogenéticas,

en la inhibicién del crecimiento y desarrollo de los explantes.

George y Sherrington, 1984 sostienen que es necesario controlar la biosintesis de
fenoles y/o retardar o impedir su oxidacién cuando llegan al medio de cultivo. Esta
oxidacion de fenoles provoca un ennegrecimiento tanto del medio de cultivo como

de los explantes, dando paso a la muerte o necrosis del tejido.
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En los resultados obtenidos en el presente trabajo, se pudo corroborar que esta
planta produce tejidos altamente sensibles al estrés y la produccion de fenoles, por
lo que su oxidacién requiere de poco tiempo para expresarse a través de la necrosis
de los explantes. Sin embargo, los tipos de explantes responden de diferente
maneray ello puede deberse al grado de diferenciacion del tejido, a la madurez de

este y a su estado fitosanitario.

Para evitar el necrosamiento de los tejidos, muchos autores recurren al uso de
antioxidantes y adsorbentes, asi como a algunatécnica de manejo de los cultivos.
Los antioxidantes mas utilizados son el AA, el AC, la L-cisteina, entre otros. En
cuanto a los adsorbentes, el CAy el PVP son los mas utilizados en CTV.

En el caso del rizoma, los explantes no dieron respuesta debido a la oxidaciény
contaminacion. En la grafica 2 se muestran los porcentajes de oxidacion con

respecto a la secciéon del rizoma empleado y el numero de dias.

Como se puede observar RM y RB obtuvieron 100% de oxidacion desde el dia 0,
por su parte el RS es el Unico que obtuvo un porcentaje de oxidacion del 80% en
los dias 0-15, pero dicho porcentaje aumentd al 100% en los dias posteriores.

El apice se oxidé facilmente al igual que el rizoma, pero se observé que esto sélo
ocurria de apices provenientes de la planta madre mas no de los brotes adventicios
que surgieron posteriormente de la planta 5E, estos brotes se obtuvieron ya que
dicha planta se rigioé bajo mas diferentes soluciones de riego, una modificacion fue
la de afadir Kn que es una citocinina natural (Diaz, 2017; Industrias Agricolas
Unidas [IAUSA], 2016), mientras que el BA aungue también lo producen las plantas
naturalmente, se agregd de forma sintética, con esto se esperaba que la planta
tuviera mayor afinidad a la Kn y con ello se lograra un mayor namero de brotes
adventicios,lo cualsucedidéya que de la planta5E se obtuvieron 4 brotes los cuales
se muestran en las Fig. 19y 22. Todos los brotes adventicios se contaminaron, pero
se noté un menor grado de oxidacion comparado con los otros apices obtenidos de
las tres plantas de octubre y las cuatro plantas de enero.
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Dado que todos los explantes se oxidaron, esto hace suponer que parte del
problema de la oxidacion proviene de toda la planta, y de acuerdo con Concepcion
et al., 2005 las plantas con flores contienen diversos tipos de fenoles cuya funcion
se desconoce en la mayoria de los casos. Sin embargo, todos poseen un anillo
aromatico al que se unen diversos grupos sustituyentes, como el hidroxilo, u otras
estructuras ciclicas no aromaticas. Ademas, al observarse que el crecimiento
inhibido de los explantes de Spathiphyllum sensation pudiera ser debido a la
oxidacién, se considera que esta especie contiene altos niveles de taninos
(compuestos polimerizados que forman parte de los compuestos fendlicos),
(Moreno, 2022), u otros hidroxifenoles, basandose de acuerdo a (Garcia, 1999;
Moreno, 2022), en lo reportado a la familiade las araceas, también dentro de esta
familia se hareportado que los anturios y las monsteras son téxicas principalmente
por la presencia de oxalatos de calcio en forma de rafidios (agujas) que estan
presentes en casi todas las partes de la planta: raices, hojas, tallos, frutos, y
enzimas que potencian el efecto de dichos cristales, causando unaaccion mecanica
irritativa en 0jos y boca en personas muy sensibles (Galicia et al., 2023), estos
efectos irritativos se confirmaron con la manipulacién de esta especie en el primer
protocolo de desinfeccién por lo que se utilizd para los ensayos 2-7 guantes, sin
embargo los oxalatos de calcio actian también como mecanismo de defensa por
ejemplo en la inflorescencia previniendo que depredadores las ataquen (Coté y
Gibernau,2012). Los oxalatos de calciotienen unarelacién directa con los radicales
libres (ROS), ya que estos regulan laformacion y crecimiento de los cristales (Khan,
2014), y dado que la familia Araceae los contiene entonces se produce una
sobreproduccion de ROS y una disminucion en la capacidad antioxidante (Khan,

2014), por ello se presentdé mucha oxidacién.

La oxidacion ocurre porque en las células vegetales durante las reacciones redox
de varias vias metabodlicas se forman especies de oxigeno reactivo también
conocidos como (ROS), que son formas parcialmente reducidas del oxigeno
atmosférico como el OH-, H202 (Azofeifa, 2009). También se forman RNS que son
similares a los ROS, pero se forman a partir del 0, con el NO;. El OH" se ha

reportado que ocasiona el colapso celular al ser altamente destructor de lipidos,
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polisacéaridos, proteinas y acidos nucleicos (Bray et al., 2000; Cassells y Curry;
Mittler et al. 2004, citados por Azofeifa, 2009).

A su vez Tang et al., 2004, citados por Azofeifa, 2009, correlacionéla muerte celular
con altos contenidos de H202. Cabe mencionar que los ROS no pueden ser
eliminados completamente o inhibidos porque las plantas los producen para la:
germinacioén, mitosis, elongacion celular por mencionar algunas (Azofeifa, 2009).
Los ROS ocasionan un tipo de estrés en la planta conocido como estrés oxidativo,
y es este estrés oxidativo lo que conocemos cominmente como oxidacion.

Este estrés oxidativo se da al aislar el material vegetal en la etapa de
establecimiento in vitro, ya que los explantes de Spathiphyllum sensation luego de
ser cortados se observaba un oscurecimiento, liberando asi frecuentemente
exudados oscuros al medio de cultivo: metabolitos secundarios que modulan el
desarrollo de la planta y su respuesta a estreses bidticos y abidticos (Azofeifa,
2009). Estos exudados liberados en la mayoria de los casos inhiben el crecimiento
del explante, perdiendo su capacidad de proliferar y por ultimo mueren (George
1996; Ogita, 2005, citados por Azofeifa, 2009). Como fue el caso de Spathiphyllum
sensation que aun con una solucion conteniendo diferentes antioxidantes, y
empleando diferentes estrategias, los tejidos continuaron oxidandose hasta que

llegaron a la muerte celular.

Debido a la complejidad del proceso de oxidacion y de no haber logrado tejidos no
oxidados, se implement6 una solucion integral que involucraba diversas estrategias
para tratar de combatir este problema: como la eliminacion del tejido lesionado del
explante; subcultivosfrecuentes; siembra en medio sélido agregando 1 ml de medio
liguido del mismo tipo sobre la superficie del explante o también utilizando la
soluciéon de antioxidantes; los antioxidantes utilizados fueron: AC, AA, L-cisteina,
PVP, AgNOsy CA;la L-cisteina, loséacidos y el PVP se implementaron en la solucion
de antioxidantes utilizados en los protocolos de desinfeccion antes mencionados,

en la seccion de materiales y métodos.

De acuerdo con lo expresado por Murashige, 1974, citado por Azofeifaen 2009 en

la etapa de establecimientoin vitro es importante afadirun antioxidante que retarde
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0 evite la oxidacion ya sea del explante o del medio de cultivo. En los medios de
cultivo elaborados en el laboratorio 116 de CTV se utilizan como antioxidantes AA
y AC,y mas especificamente en la especie de Spathiphyllum sensation se utilizaron
a razon de 100 mg/l. Estos agentes antioxidantes previenen la formacién de los
ROS o los descomponen unavez formados (Matkowski, 2008, citado por Azofeifa,
2009). Los antioxidantes contienen agentes reductores los cuales actuan de las
siguientes formas: pueden remover oxigenos de las moléculas, reaccionan con
intermediarios del equilibrio redox, evitan la oxidacion de fenoles y ayudan a la
remocion de quinonas!?formadas por el explante (Azofeifa, 2009). En la literatura
(Seneviratne y Wijesekara, 1996, citados por Azofeifa, 2009), mencionan que la
incorporacion al medio de cultivo del AA 'y del AC disminuyo considerablemente la
oxidacién que ocurria en los explantes. En el anexo 6 tabla 14 se muestran las
distintas combinaciones del AA y AC utilizados para la solucion de antioxidantesy
medio de cultivo, y se obtuvo que la concentracién utilizada para esta investigacion
queda dentro de lo reportado. Sin embargo, el usar unicamente AC y AA para
Spathiphyllum sensation no fue suficiente, lo cual coincide con Concepcién etal.,
2005 quienes demostraron la ineficiencia de estos compuestos para el control de
este fendmeno al obtenerse el mayor porcentaje de oxidacion (97.8%), en las yemas
de guayaba (especie que posee un alto contenido de compuestos fendlicos al igual
que Spathiphyllum sensation), en comparacion con la L-cisteina. Estos resultados
demostraron que la L-cisteina resulta ser un buen antioxidante, por lo que se utilizo
este agente antioxidante que de acuerdo con Vazquezetal., 2021 es unaalternativa
para reducir la oxidacién de los compuestos fendlicos y mantener una tasa de
supervivencia de los explantes en especies recalcitrantes a la morfogénesis in vitro.
En su estudio Vazquez et al., 2021 reportaron la mas alta supervivencia del 43%
con L-cisteina aunaconcentracion de 50 mg/l con el menor porcentaje de oxidacion
(30%) de los explantes de Pimenta dioica L. Merrill, una especie recalcitrante

también. Que comparando dicha concentracion con la utilizada para los medios de
cultivo de explantes de Spathiphyllum sensation (1g/l), esta muy por debajo.

10 Metabolitos secundarios con un sistema aromatico (Moreno, 2022).
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El uso del aminoacido L-cisteina en conjunto con los antioxidantes AA 'y AC no
control6 el problema de la oxidacion asi que se opto por afiadir adsorbentes.

Comenzando por los compuestos utilizados como adsorbentes, el PVP fue utilizado
en unaconcentracion de 0.25 g/l y en la literatura su uso se reporta en un rango de
concentracion de (0.25-10 g/l), en el medio de cultivo para el manejo de la oxidacién
en diferentes especies vegetales (Azofeifa, 2009), el PVP adsorbe los fenoles a
través de unioneshidrogeno, previniendo asi la oxidacion y polimerizacién (George,
1996, citado por Azofeifa, 2009), ademas en la literatura se menciona la
conveniencia de utilizar el PVP en conjunto con alglin agente antioxidante u otro
adsorbente para disminuirla oxidacion (Amin y Jaiswal, 1988; Texeira et al., 1993;
Gannoun et al., 1995; Abdelwahd et al., 2008, citados por Azofeifa, 2009), por ello
se utilizé el CA como segundo adsorbente a una concentracion de 1g/l en el medio
de cultivo, el CA es un adsorbente comiinmente usado en la familia de las Araceae,
esta familia presenta graves problemas de oxidacion (Azofeifa, 2009), entonces el
CA se usa prevenir dicha oxidacion ya que remueve sustancias toxicas del medio
de cultivo que son producidas durante el autoclaveado como el HMF (5-
(hidroximetil)-2-furaldehido) que se forma primeramente a partir de la fructuosa que
a su vez es formada por la hidrolisis de la sacarosa durante el proceso de
autoclaveado (Azofeifa, 2009), o producidas por el mismo explante como las
quinonas (Ebert et al., 1993; Petersen et al., 1999; Bhatiay Ashwath, 2008, citados
por Azofeifa, 2009). El CA es utilizado en un rango de concentraciones (0.5-10 g/l)
siendo mas frecuentes las dosis de 2 y 3 g/l (Azofeifa, 2009), y es comUnmente
utilizado para la disminucién de los metabolitos toxicos, la exudacion fendlicay la
acumulacion de exudado marron (Thomas, 2008), no obstante la adicién de CA al
medio de cultivo no fue suficiente para controlar la seria y frecuente oxidacién de
los explantes de Spathiphyllum sensation por ello se consider6 que la oxidacién se
debia al intercambio de gases que el explante generaba con su entorno, un gas
generado es el etileno: una hormona gaseosa de la planta envuelta en varios
aspectos del ciclo de vida de la misma (Fig. 9). Entonces se prob6 con la adicion de
AgNOsz al medio de cultivo, este compuesto inhibe la accion del etileno el cual esta

asociado a hormonas del estrés patdégeno (Kumar et al., 2009), y es sabido que una
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célulavegetal sometida a un estrés reaccionaproduciendo mayores nivelesde ROS
(240-720 uM/s de 0; y entre 5 — 15 uM/s de H,0,), siendo que en condiciones

normales de crecimiento de la célulalos niveles de ROS son bajos: 240 uM/s de 05
y 0.5 uM/s de H,0, (Azofeifa, 2009), entonces al aumentar los niveles de ROS
aumenta a su vez la oxidaciéon. EI modo de accion de AgNOs aun no esta claro, sin
embargo, pocas evidencias en la literatura sugieren una interferencia en el
mecanismo de percepcién del etileno (Beyer, 1976, citado por Kumar et al., 2009),
el AgNOsinhibe la accién del etileno debido a que es soluble en agua y carece de
fitotoxicidad a concentraciones efectivas (Beyer, 1976, citado por Kumar et al.,
2009), la concentracion utilizada en esta investigacion fue de 2 mg/l. Un posible
mecanismo de accion del AQNO:s es el siguiente: losiones de Plata son capaces de
generar unainsensibilidad del etileno en las plantas al perturbar los sitios de unién
de este (Rodriguez et al., 1999), sin embargé después de la adicion del AQNOs al
medio de cultivo, se notd que los explantes reducian su tamafio en lugar de crecer,
por lo que se optd por quitar el AgNOsz al medio de cultivo, unarazon por la cual la
adiciéon de AgNO:s fue contraproducente es porque los metales pesados pueden
desencadenar el estrés oxidativo y nitrosativo (Bray et al., 2000; Pompeu et al.,
2008, citados por Azofeifa, 2009). También el CA se optd por eliminarlo del medio
de cultivoya que al ser un adsorbente este a su vez adsorbe las moléculas de agua

impidiendo asi el crecimiento de los explantes.

En cuanto alos antioxidantes empleados y el tipo de combinacion, se muestraen la
grafica 3. Se observé que no hay diferencia alguna en cuanto al porcentaje de
oxidacion dado quetodos los explantes se oxidaban como se menciono sin importar

el tipo de antioxidante empleado.

Otro factor que influye en la oxidacién es el agente desinfectante, que de acuerdo a
Seneviratne y Wijeskara, 1996, citados por Azofeifa, 2009; Salgado, 2007
encontraron que la desinfecciéon de los explantes con NaClO a diferentes
concentraciones promovié el oscurecimiento de los tejidos y la exudacion de
fenoles, pero el uso de HgCl2 como agente desinfectante provocé menos problemas

de oscurecimiento, en el caso de Spathiphyllum sensation nunca se cambio el
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agente desinfectante por el cloruro de mercurio debido a su toxicidad y por su alto
costo, por eso se vario solo el usoy combinacion de antioxidantes, y se disminuyé
el tiempo en que los explantes se sumergian en la solucion de NaClO. Igualmente
se redujo la concentracion de Tween®-20 de 3 gotas/ 250 ml a 2 gotas/250 ml
porgue al ser un agente surfactante este hace que el NaClO penetre mas rapido en

el tejido y por consiguiente se oxide mas el tejido.

Otro problema frecuente que se present6 aparte de la oxidacion y que esta ligado
con la desinfeccion fue la contaminacion.

4.3.3.2. Contaminacion y desinfeccion de explantes de Spathiphyllum
sensation y antibioticos.

Las plantas de ornato (grupo al que pertenece Spathiphyllum sensation), son
susceptiblesa un gran namero de enfermedades causadas por hongos, bacterias,
virus y nematodos (Martinez, 2004; Verdeguer, 1985). EI material bioldgico para

esta investigacion provenia de condiciones ex vitro razén por la cual se desinfectd
en el establecimiento in vitro para solucionar dicho problema.

El protocolo de desinfeccién incluyd cuatro factores: agroquimicos, agente
surfactante (Tween®-20), agente desinfectante (NaClO), y el uso de antibidticosy
fungicidas tanto en el protocolo como en el medio de cultivo, los cuales son una
alternativa para disminuir las bacterias y hongos sobre el material vegetal (Robert
et al., 2006; Fangy Hsu, 2012; Mbah y Wakil, 2012; Sabale et al., 2015, citados por
Echenique y Huanca, 2022).

Para lograr la asepsia total (George y Sherrington, 1984), recomiendan el empleo
de bactericidas y fungicidas en tiempos prolongados. Estos mismos autores
emplean desinfectantes Gtiles en la eliminacion de patdégenos, elaborados a base
de bactericidas, también conocidos como agroquimicos, su uso puede activar
ciertos mecanismos de defensaque existen en las plantas afectadas, estimulando
la produccion de sustancias fungitoxicas (Melgarejo, 2011). El agroquimico Agri-
mycin® 500 actta sobre los patégenos (los iones Cu?* remueven los electrones de

la pared celular de los hongosy bacterias ocasionando la inestabilidad funcional de

100



la misma porque destruye el funcionamiento de proteinas esenciales al
metabolismo), (Portal TECNOAGRICOLA, 2024). Es una combinacion de dos
antibiéticos y sulfato tribasico de cobre con una accién sinérgicay sistémica contra
hongosy bacterias (Pfizer, 2019), el cobre estimula la produccion de fitoalexinas,
estas actlian como sustancias toxicas contra los patégenos (Melgarejo, 2011). Agri-
mycin® 500 se usd con una concentracion de 2 g/l y sélo se utilizé en los dos
primeros ensayos, ya que se observé que era muy agresivo con los explantes,
debidoa lapresenciade muchooscurecimientoen losantes mencionados. Ademas,
se consider6 que al ser un paso antes de la solucién de NaClO esto impidi6 su
correcta desinfeccién ya que el tejido podria haberse muerto internamente. Solo se
mantuvo el enjuague con Captan 50 que es un fungicida agricola que controla
numerosas micosis y pertenece al grupo de los inhibidores multisitio (ADAMA,
2021), a unaconcentracion de 2 g/l para posteriores ensayos; los tiempos en dicho
agroquimico se ajustaron a media hora, ya que se considerdé que era un tiempo
optimo en el que el tejido no se oxidaba demasiado, esto se constatd bajo
observacion en cada ensayo.

La concentracion de la solucién de NaClO se prepar6 al momento porque es lo
requerido para la desinfeccion de los explantes (Leifert et al., 1994, citados por
Garcia, 1999), cuya accion germicida se basa en su elevado pH (accion del OH") y
en la oxidacion del OCI- (Estrela et al.,, 2002; Fukuzaki, 2006). Este agente
desinfectante se ajusto a 15% v/v siendo una concentracion alta comparandola con
lo reportado en la literatura para otras especies del mismo género: 1 - 3% (Salgado,
2007; 3%: Garcia, 2015; 1.2%: Ramirez, 2001; 0.5 - 1%: Bandyopadhyay, 2011). El
tiempo se fue variando en cada ensayo, basandose en el numero de explantes
contaminados que se obtenian después de cada ensayo, ajustandose finalmente a
10 minutos en los ensayos 6-7 para reducir la oxidacion. Cabe resaltar que la
contaminacion prevalecia en cada ensayo, asi que no hubo mucha discrepancia
para variar mucho el tiempo de dicha solucion, pero se consideré ajustar el tiempo
a 15 min; tiempo maximo para que el tejido no se estresara demasiado ni se
oscureciera. A la solucién de NaClO se le agregé Tween®-20 el cual disminuye la

tension superficial y permite la penetracion de las otras sustancias desinfectantes
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ya que eliminalas ceras de las plantas (George y Sherrington, 1984), este agente
surfactante se utilizé a una concentracion de 2 gotas/ 250 ml.

Despuésdel protocolo de desinfeccionlos explantes se dejaron en agitacion durante
cierto tiempo en una solucién antioxidante o en medio liquido, ambas soluciones
con antibiéticos y fungicidas. Los antibiéticos como la cefotaxima, la vancomicinay
la amoxicilina operan en un sitio Unico de la célula interrumpiendo la maquinaria
biosintética celular (Achicanoy, 2001), aunque tienen la desventaja de: ocasionar
problemas por efecto residual, aparicion de bacterias resistentes como fue el caso
para Spathiphyllum sensation, fitotoxicidad y un elevado costo (Achicanoy, 2001).
En el caso del meropenem es un bactericida de amplio espectro que inhibe la
sintesis de la pared celular bacteriana en bacterias Gram- positivas y
Gramnegativas, lighndose a las proteinas de unién a penicilina. Los fungicidas
utilizados tienen diferentes mecanismos de accion, pero ambos interfieren con la
biosintesis. También se utilizé Terbinafinala cual interfiere especificamente en el
primer paso de la biosintesis del esterol fungico, lo que produce la muerte celular
del hongo (Agencia Espafola de Medicamentos y Productos Sanitarios [AEMPS],

2008); el Ketoconazol impide la sintesis del ergosterol (paso previo a la biosintesis
del esterol) alterando asi la permeabilidad de la membrana fungica (AEMPS, 2013).

La solucion antioxidante solo se utilizé en los tres primeros ensayos, para después
cambiarse por el medio liqguido que tiene mas disponible los nutrientes, factor que
contribuye a que los explantes vayan asimilando los nutrientes mas rapidamente.
Con esta estrategia se buscé que los tejidos se oxidaran menos 0 eso se esperaba
lograr. El tiempo de agitaciéon se vario de 16 h a 24 h para que hubieraun mayor
grado de desinfeccion.

Debido a que el protocolo de desinfeccion se llevé a cabo de acuerdo con las
medidas necesarias presentadas en las tablas 3 y 4, las Fig. 13 y 14 y se utilizd
material estéril, la contaminacion que se presentd no se pudo eliminar, por lo que
se penso que no fue unainfeccion superficial sino endoégena (Esposito et al., 2017,
citados por EcheniqueyHuanca,2022). De acuerdo con Echeniquey Huanca, 2022

entre los contaminantes microbianos, las bacterias y hongos causan pérdidas
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elevadas en el cultivo in vitro de plantas (Leifert y Waites, 1992), fenémeno que
también sucedidé con Spathiphyllum sensation.

Se observé unamayor contaminacion en los explantes de rizoma en comparacion
con los otros explantes, y de acuerdo con Verdeguer, 1985 ciertas bacterias como
Pectobacterium carotovorum atacan alos érganos subterraneosde las plantas entre
los que se encuentran las raices y los tubérculos (el rizoma es un tubérculo),
causando una alteracion parenquimatica. Asi mismo se sabe que las bacterias
atacan al tejido parenquimatico y se instalan en los vasos conductores (Verdeguer,
1985) presentes en las hojas, tallos, flores y en los 6rganos subterraneos. La
bacteria que mas ataca las hojas, tallos y flores en la familia de las araceas es E.
chrysanthemi. En el caso de los meristemos no hay contaminacion (Verdeguer,

1985), porque no hay haces vasculares, que es donde la contaminacion se centra.

En cuanto al medio de cultivo las sales para los medios MS (ST-1, ST-2) y B5 (ST-
C) siempre se mantuvieron al 100%. Esta es unade las razones por las que también
pudo darse el oscurecimiento de los tejidos ya que, de acuerdo a Hohtola, 1988,
citado por Azofeifa, 2009, los explantes de Pinus sylvestris se oscurecieron cuando
se cultivaron en un MS normal y se obtuvo un crecimiento satisfactorio cuando las

concentraciones de los compuestos nitrogenados se redujeron a la mitad.
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CAPITULO V: ESTABLECIMIENTO DE
CULTIVO DE PROTOPLASTOS

5.1 MARCO TEORICO

Como via alternativa a la oxidacion que se presentd en los explantes sembrados,
se optd por obtener protoplastos como una via de regeneracion para Spathiphyllum
sensation, al esperar obtener microcallo y por consiguiente callo, ya fueran

embriogénicos u organogénicos.

El término protoplasto fue introducido por primera vez por el cientifico Hanstein en
1880. Y, su primer aislamiento fue realizado por Klercker en 1892 utilizando el
método mecanico. Sin embargo, los grandes esfuerzos en el campo del cultivo de
protoplastos comenzaron en 1960, cuando un cientifico llamado Cocking aislo
protoplastos utilizando técnicas enzimaticas (Singh, 2023).

El protoplasto es una parte de la célulavegetal incluida dentro de la pared celular
que puede ser plasmolisadoy aislado (Lépez, 2023), por lo tanto, se define como
una célula vegetal sin pared celular, el cual estd rodeado de su membrana
plasmatica que tiene el potencial de regenerar la pared celular, crecer y dividirse
(Vasil, 1976, citado por Lépez, 2023).

En los laboratorios de CTV se utliza para regenerar una planta entera
proporcionando un medio de cultivo y condiciones ambientales adecuadas. Este
procedimiento se conoce como cultivo de protoplastos, aqui los protoplastos pueden
ser aislados de cualquier parte de la planta: raiz, brote, hojas o el embrién y

posteriormente se cultivan en el medio de cultivo en condiciones éptimas que
favorezcan la division celular y la regeneracion de la planta.
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5.1.1. Cultivo de protoplastos

5.1.1.1. Tejidos y cultivos celulares para la obtencién de protoplastos

Por definicién un protoplasto es una célula desprovista de su pared celular. La
obtencion, puede ser a través de diferentes tejidos y células tales como: cultivo de
callos, célulasen suspension, epidermisy hojas jovenes. A continuacién, se hablara

de dichas fuentes biolégicas.

Epidermis: Todas las plantas presentan epidermis, la cual es la capa mas externa
de células que contienen los cuerpos primarios de las plantas (Atlas de Histologia
Vegetal y Animal, 2023). Al estar en la superficie de los tejidos, son faciles de
obtener, eliminando la cuticula que las protege, de ahi que muchos autores (Dietz
et al., 1992; Schulzy Weissenbdck, 1986; Yao et al., 2018; Rao y Prakash, 1995;
Potrykus y Shillito, 1986), utilizan estos tejidos para lograr el aislamiento de los

protoplastos.

Hojas jovenes: Las hojas son 6rganos que estan en constante crecimiento y, por
ende, en divisiones celulares constantes. Muchos autores (Ren et al., 2021,
Kuzminskyetal.,2016; Mota et al., 2018; Abel y Theologis, 1994; Gandhiy Khurana,
2001), utilizan hojas jovenes para obtener los protoplastos a través de la digestion
con enzimas y poder liberar los protoplastos.

Cultivos celulares: Otra opcion son los cultivos celulares (Wang et al., 1993;
Hansen etal., 1995; Toriyama y Hinata, 1985; Gosch et al., 1975; Hurwitz y Agrios,
1984), ya sea de callo o células en suspension. Sin duda, éstos tienen gran ventaja
ya que se encuentran en condiciones asépticas y en constante division, teniendo

las células paredes delgadas y faciles de degradar.

5.1.1.2. Etapas en el cultivo de protoplastos.

La obtencién de cultivos de protoplastos se debe llevar a cabo a través de cuatro
etapas. Durante la primera etapa se obtienen los protoplastos ya sea de distintos
tejidos o célulasen suspension. A través de unasolucién enzimaticase eliminanlas
paredes celulares de las células. Los protoplastos obtenidos, regeneran su propia

pared y, a partir de ahi se preparan para la division celular. En la segunda etapa se
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efectban divisiones celulares consecutivas, de unacélula se obtienen dos células
hijas y asi geométricamente, aunque su crecimiento es exponencial. La tercera
etapa da iniciocon la formacién de microcallos, que son agrupacionesde célulasen
division constante y que forman masas celulares, cuando estas masas celulares se
hacen mas evidentes dan lugara la formacién de callos. Cuando estos cultivos de
callo se subcultivan a medios con reguladores que induzcan a la formacion de
yemas o0 de embriones se iniciala cuarta etapa, que es cuando se regeneran las

plantulas (Raj, 2023). En la Fig. 29 se muestran las diferentes las etapas.

@ @ Protoplasto PRIMERA ETAPA:

® ‘ Obtencién de protoplastos

f\(‘;))l @ Formacién de pared celular
N
) |
@lfﬂ; Primera division SEGUNDA ETAPA:
== l{—’@} ; Divisi6n de las células
e . .
) f/;'(%:a Condicion de 4 células

|

, l
@ | @ Formacion df microcallo TERCERA ETAPA:

Formacioén de microcallos y

Macrocallo establecimiento de callos

|

%@" v Regeneracion de brote y CUARTA ETAPA:

raiz o germinacion de Induccion de brotes
embriones somaticos adventicios o embriones
Fig. 29. Etapas en el cultivo de protoplastos (Tomado de Raj, 2023) somaticos

y modificado por (Vieyra, 2023).

5.1.1.2.1. Primera Etapa: Obtencion de protoplastos

En esta etapa se busca remover las paredes celulares de las célulasy obtener
protoplastos en cantidades adecuadas evitando que se plasmolicen los
protoplastos. Es importante contar con material vegetal desinfectado para obtener
los protoplastos. Una vez logrado, la obtencién de estos se puede hacer por dos

meétodos diferentes: mecéanico y el enzimatico.
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Méetodo mecanico: En este procedimiento, se toma un pequefio fragmento de
epidermis de la plantay se somete a plasmolisis (la membrana plasmatica se separa
de la pared y condensa en citoplasma en el centro del lumen celular),lo que hace
que los protoplastos se separen de la pared celular. A continuacion, se procede a la
diseccion del tejido para la liberacién de los protoplastos. Este método puede
parecer tedioso y sélo ayuda a aislar unos pocos protoplastos, aun con esta
limitacién algunos laboratorios prefieren esta técnica debido a los efectos nocivos

gue puede haber al utilizar enzimas (Singh, 2023).

Meéetodo enzimatico: Esta técnica es la mas utlizada. En este sistema los
protoplastos se aislan del material vegetal utilizando soluciones enzimaticas. Es un
procedimiento rapido, eficiente y libera un mayor nimero de protoplastos viables
(Singh, 2023).

La pared celular esta formada de celulosa, hemicelulosay pectina, por lo que las
enzimas utilizadas para el aislamiento incluyen celulasa, hemicelulasay pectinasa.
El periodo de incubacién de las fuentes de protoplastos con enzimas depende del
tipo de enzimas utilizadas para preparar la solucién enzimatica. Existen dos formas
de aislar los protoplastos con esta técnica:

Secuencial: Algunas veces se utilizan diferentes enzimas en forma secuencial. Por
ejemplo, el uso de dos enzimas, pectinasa y celulasa. Primero, la pectinasa
(Macerozyme R-10) separa las células de la laminillamedial?, y luego la celulasa
separa el protoplasto del resto de la pared celular.

Simultaneo: También puede ser simultaneamente que se usen las diferentes
enzimas. Aqui la macerocima como la celulasa se utilizan al mismo tiempo para el

aislamiento completo (Singh, 2023).

Enzimas: Lostipos de enzimas mas utilizadas son las siguientes:

11 Une las paredes celulares de dos células vecinas.
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e Macerozyme R-10: Proviene de Rhizophus sp (Probiotek, 2023), que es un
género de mohos. Esta enzima es un sistema multienzimatico compuesto de
pectinasa, hemicelulasay celulasa (PhytoTech Labs, 2024).

e Celulasa: Descompone la celulosatransformandola en glucosa (QUIMICA.
ES, 2023), al hidrolizar (provoca la ruptura de enlaces covalentes
introduciendo moléculas de agua), a la celulosa, la cual es una estructura
basica de los vegetales (Regulacion Comunidad Europea, 2008).

e Hemicelulasa: Tiene la capacidad de hidrolizara la hemicelulosa presente
en los tejidos hasta sus monomeros de pentosas (i.e. xilanos), esta es parte

de los tejidos vegetales (Regulacion Comunidad Europea, 2008).

Purificacion de protoplastos: Finalmente para obtener los protoplastos, éstos son
aislados mediante la técnica mecanica o con enzimas y se someten al proceso de
purificacion. Aqui se filtran todas las células y tejidos no descompuestos y los
protoplastos dafiados (Singh, 2023). Después de filtrar los protoplastos obtenidos

se centrifugan, se lavan, se recuperan por decantacion y se siembran.
Medios de cultivo comunmente utilizados

El medio utilizado para obtener protoplastos debe tener los mismos componentes
usados en los medios de cultivo utilizados para obtener callo (Raj, 2023), por ello,
se utiliza principalmente el medio MS sin embargo, a menudo se encuentra un
medio MS modificado, un medio B5 adecuado para la regeneracion de plantas
(Singh, 2023), o un medio CPW cuya composicion puede consultarse en el anexo
4, elegir cual medio usar depende de la especie de planta con la que se cuentey
los objetivos que se quieran lograr. Ademas, hay que considerar algunos factores
especialesal momento de disefiareste medio de cultivo:relacién auxina/Kn elevada
para inducir las divisiones celulares; por otra parte, se necesita una relacion
Kn/auxina elevada parala regeneracion; vitaminas y osmolito (la sustancia quimica
gue aumenta la presiéon osmotica de la solucion). Finalmente, los protoplastos

pueden sembrarse en medio de cultivo solido o liquido.
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En cuanto al osmolito, uno muy cominmente usado es el manitol. Este polialcohol
se agrega al medio liqguidode sales CPW gue se adicionaraa la superficie del medio
sélido que soporta la suspension de protoplastos. El manitol establece un gradiente
osmotico entre la pared citoplasmatica de las célulasy el tejido parenquimatoso
(Asociacion Espafiola de Pediatria [AEP], 2020), lo que resulta en una inhibicién de
la reabsorcion del agua y por consiguiente en la reduccion del contenido de agua,
esta reduccion de agua ayuda a que los protoplastos se liberen con mayor facilidad

y por consiguiente ayuda a su division

5.1.1.2.2. Segunday Tercera Etapa: Mantenimiento de cultivo de protoplastos

y obtencion de microcallos y callos.

Los callos, como ya se menciond, forman su nueva pared al cabo de 24 h y da lugar
a la segunda etapa, en donde inician las primeras divisiones que tienen lugar a las
24 a 36 h despuésde la siembra, para entoncesya las célulasformaron sus paredes
celulares e inicia la formacion de colonias bien establecidas, haciéndose evidentes
después de 21 dias. Durante el cultivo, la presion osmotica del medio de cultivo
puede reducirse para acelerar la velocidad (no la extension), de la division. Para los
protoplastos en agar o agarosa, se transfieren pequefios bloques que contienen los
protoplastos en divisién a la superficie de un medio (generalmente el mismo), que
contiene un nivel mas bajo de plasmolitico. EI mismo bloque se puede transferir mas
segun sea necesario. Para cultivos liquidos, la adicién de volimenes medidos de

medio (de menor presién osmética), es facilmente posible.

5.1.1.2.3. Cuarta Etapa: Regeneracion de plantulas.

Los cultivos de callos pueden ser subcultivados a medios que contienen como
reguladores de crecimiento Citocininas o Auxinas, dependiendo de la via

morfogenética que se busque (Power et al., 1989).

A partir de la cuarta semana, las callosidades son suficientemente grandes para su
transferencia, utilizando la punta de un bisturi, a la superficie sobre un medio de

regeneracion solido.

109



En esta etapa, los callos se pueden mantener en cajas de Petri 0 pequefios frascos
y generalmente se requiere subcultivos regulares con un medio para la produccion
de brotes 0 embriones somaticos. Los brotes pueden ser enraizados a través de la
transferencia a un medio reduciendo las citocininas o sin ellas (Power et al., 1989).
Mientras que los embriones somaticos deberan germinar, reduciendo la auxina
(puede ser 2,4-D, Dicamba o Picloram), a la mitad de la concentracion o,
simplemente quitarla. En caso de que sean evidentes los embriones, pero, éstos no
logren germinar, se puede afiadir AGs 0 ABA para lograr la madurez de estos
(Suérez, 2020; Ramirez, 2022).

5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Material bioldgico

El material utilizado para la obtencién de protoplastos fueron cultivos in vitro de
laminas foliares en medio sdlido y liquido que se obtuvieron del protocolo de
desinfecciéon y siembra mostrado en el capitulo IV. En la Fig. 30. Se muestran el
aspecto de las laminas foliares utilizadas para el protocolo de obtencion de
protoplastos.

Fig. 30. Laminas foliares con respuesta a medio de cultivo.
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5.2.2. Primera etapa: Obtencion de los protoplastos.

Para obtener los protoplastos, lo primero que se procedi6 fue tener todo el material
requerido estéril, este proceso se realizO uno o dos dias antes en una autoclave
vertical y bajo unatemperatura de 121°C y una presion de 1.5 kg/cm? durante 30
minutos. Posteriormente todos los procesos se llevaron a cabo bajo condiciones
asépticas en una campana de flujo laminar. Sélo la observacién en microscopio se
realiz6 fuera de la campanay se tomaron alicuotas de 1 ml y se observaron enun
microscopio Optico Motic®. En el momento que se realizaron las observaciones
también se tomaron las fotografias.

5.2.2.1. Método de obtencién de protoplastos

Se realizaron dos ensayos para la obtencion de los protoplastos, modificando

algunos aspectos (Tabla 10), sin embargo, los pasos que se siguieron fueron los
mismos. El protocolo que se utilizd se enuncia a continuacion:

Protocolo de obtencion de Protoplastos

1. Preparacion de enzimas:
a) Pesar 0.9 g de celulasa “Onozuka” R-10. (Yakult Honsha Co., LTD.),
y 3.6 g de Macerozyme R-10 (Yakult Honsha Co., LTD.) afuera de
campana en balanza. Ver anexo 4 para calculos.
e En campana:
b) En un tubo falcon, verter 15 ml de medio CPW13M.
c) Agregar con ayuda de una espéatula o bisturi las dos enzimas
(macerozyme y celulasa).
d) Al presentarse precipitacion, se termin6 de agregar | Macerozyme en
otro tubo falcon con 15 ml de medio CPW13M.
e) Filtrar cada unade las enzimas. Para la celulasa se utilizaron 7 filtros
(2 grandes y 5 pequeiios) y para Macerozyme se utilizaron 5 filtros
pequefios con tamafio de poro de 0.22 um). Terminada la filtracion las
enzimas se vertieron en respectivos frascos estériles ambar y se

etiquetaron.
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. Pesar 1g de peso fresco de material de hoja de cada tipo de medio de cultivo

(solido y liquido).

. Se toman los segmentos de hoja que estan en medio de cultivo sélido y
liquido (las cuales ya estan desinfectadas) se colocan en cajas Petri, una
para cada tipo de medio, se sumergen dichos segmentos de manera que el
envés de las hojas quede hacia abajo en medio CPW 9M durante 30 min,
seguido de medio CPW 13M durante otros 30 min. Este tratamiento favorece

la plasmdlisis gradual mientras se eliminan los restos celulares.

. Medir 30 ml de la solucién enzimatica en un tubo falcon, afiadir antibiéticos:

cefotaxima (250 mg/l) y vancomicina (25 mg/l).

. Transferir los fragmentos de hoja a matraces de 100ml que contenga
aproximadamente 20 ml de unasolucién enzimatica esterilizada por filtracion
y se incubaen un cuarto oscuro a 27°C con agitacion (100 rpm/min) durante
1h.

. Filtrary despuésverter la solucion enzimaticade cada matraz en tubos falcon
para centrifugar (5000 rpm durante 5 min). Tomar 1 ml de cada tubo y verter
en tubos eppendorf para observar en microscopio Optico si hay presencia de

protoplastos.
. Transferir los segmentos de hoja a nuevas cajas Petri y hacer pequefios
segmentos de 4 cm?, ponerlosen 15 ml (aprox.) de solucion CPW13M. Cubra

completamente la superficie de hojas con la solucion.

. Incubar durante la noche 16 h a 27°C en la oscuridad, sin mover.
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9. Tomar unamuestrade 0.5ml de cada caja Petri y verter en tubos eppendorf.

Observar en el microscopio.

10.Pasar los fragmentos de hoja a cajas Petri desechablesy agregar 5ml de

CPW21S para presionarlas y enjuagarlas, y poder liberar los protoplastos.

11.Juntar los dos liquidos (liquido CPW13M de 16 h y medio CPW21S de
enjuague) de cada caja respectivamente y filtrar dos veces: una filtracion por
medio de dispersores celulares (tomar muestra de 0.4 ml para tubo
eppendorf) seguida de bolsas de malla de nylon. Las filtraciones se vierten

en frascos estériles y se etiquetan.

12.Pasarla mezclafiltrada de liquidos de cada frasco a tubosfalcon y centrifugar
(5000 rpm durante 5 min). El protoplasto se acumulara en la superficie.
Después de la centrifugacion tomar una muestra de 0.4 ml de cada tuboy

observar al microscopio.

13.Quedarse sélo con la parte superficial sise ven protoplastos. Y poneren cada
caja Petri con 12 ml de medio solido para protoplastos, 0.7 ml de la solucién
de protoplastos seguido de 0.7 ml de medio liquido CPW9M para

protoplastos en el caso de cajas Petri y 1 ml si se siembra en frascos.

14.Dejar en observaciéon durante 2 semanas, e ir reduciendo la concentracion
de manitol cada 2 semanas de la siguiente manera: 9%M, 6%M, 3%M, O%M.

15.Finalmente observar las células con la finalidad de ver si se regeneran sus

paredes celulares y no se plasmolisan.

En la Tabla 10 se dan los elementos usados en cada ensayo para la obtencion de

los protoplastos:
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Tabla. 10. Elementos usados en cada ensayo de protoplastos.

Ensayo 1 Ensayo 2
Medio Medio
Procedencia de lamina | Medio liquido| solido Medio liqguido| sdlido
foliar Si Si No Si
Peso fresco de Hoja (g) 2
Macerozyme Macerozyme
Concentracion de R-10 Celulasa R-10 Celulasa
enzimas 2% 0.5% 2% 0.5%
Nam. Filtros 12 6
Nam. Centrifugaciones 3 2
Papel Papel
Malla filtro Malla filtro
Tipo de soporte Si No No Si
Apertura de poro (mm) 0.014 70
Cajas Petri Frascos Cajas Petri Frascos
Siembra en Si No Si Si

En la Fig. 31 se muestran los pasos para la obtencién de protoplastos. A
continuacion, se describe cada unode los paneles: A. Laminasfoliares en medio de
cultivo sélido, B y C. Laminas foliares en medio de cultivo liquido, D. Soluciones
enzimaticas de Macerozyme R-10 y celulasa, la solucion mas oscura es la de
Macerozyme, E. Laminas foliares de cada tipo de medio de cultivo previamente
pesadas (1 g de cada tipo de medio) en cajas Petri, F. Aspecto de cajas Petri
después del enjuague con CPW9IM, G. Laminas foliares de cada tipo de medio de
cultivo cortadas en segmentos en solucién enzimatica CPW13M, H. Segmentos de
laminas foliares de cada tipo de medio después de decantar la solucién enzimatica
y trasportadas a cajas Petri pequefias desechables para hacer el enjuague con
CPW21S, |I. Filtraciébn con dispersor celular de la solucién enzimética con
suspension de protoplastos del medio soélido, J. Siembra de protoplastos
provenientes de medio soOlido después de agregar 0.7 ml de suspension de
protoplastos y 0.7 ml de medio de cultivo CPW9M, K. Siembra de protoplastos
provenientes de medio liquido después de agregar 0.7 ml de suspension de
protoplastos y 0.7 ml de medio de cultivo CPW9M.
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Fig. 31. Protocolo de obtencion de protoplastos.



En la Fig. 32 se presenta la continuacion del protocolo de obtencién de protoplastos: L. Siembra de la suspension de
protoplastos proveniente de medio liquido, M. Siembra de la suspensién de protoplastos proveniente de medio de cultivo
sélido, N. Cultivo de protoplastos, N. Cultivo de protoplastos de medio de cultivo liquido, O. Cultivo de protoplastos de
medio de cultivo sélido, P. Sobrante de soluciones enzimaticas de medio de cultivo liquido y sélido y segmentos de [aminas

foliares después de los enjuagues con los medios de cultivo liquido CPW.

Fig. 32. Continuacion protocolo de obtencion de protoplastos.



Como se mencionaen el protocolo, cada dos semanas se redujo la concentracion

de manitol del medio liquido que se agrego a los cultivos de protoplastos.

EnlaFig. 33 se presenta el procedimiento para hacerun squash (técnicahistoldgica
qgue consiste en aplastar los agregados de células, separar células o protoplastos
entre el portaobjetos y el cubreobjetos), a los protoplastos. A. Cultivo de
protoplastos en microscopio estereoscopico, B. Se traspasan los microcallos a un
portaobjetos, C. Portaobjetos y cubre objetos con contenido de microcallos listos

para ver a través de microscopio éptico.

Fig. 33. Procedimiento para hacer squash.

Fig. 33. Procedimiento para hacer Squash.

5.2.3. Medio de cultivo para protoplastos

La preparacion de los medios de cultivo se especificaen el anexo 4 y sélo se indica

a continuacion, las cantidades y tipos de fuentes de carbono.

En latabla 11 se muestran las cantidades de sacarosa, manitol y sales CPW para

preparar los medios de cultivo liquidos descritos.

Tabla. 11. Medios de cultivo liquidos

ara protoplastos (1l).

Medio

CPW

CPW21S

CPWOM

CPW13M

Sales CPW
(ml)

10

Sacarosa (g)

210

Manitol (g)

90

130

pH

5.8
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Cabe sefialar que sélo el medio CPW13M tuvo enzimas (Macerozyme R-10 al 2%
y Celulasaal 0.5%), que se afiaden dentro de la campana de flujo laminar. A los

medios CPW9M y CPW21S no se les agregd enzimas porque son para los
enjuagues que se utilizaron dentro del protocolo de obtencién de protoplastos.

5.2.4. Segunda etapa: Mantenimiento de los protoplastos.

Después de obtenidos los protoplastos, se sembraron en un medio sélido

dependiendo de la etapa en la que estaban: duplicacién o regeneracion.

En la tabla 12 se muestran con mas detalle los componentes para 1 litro de medio

de cultivo solido para los protoplastos.

Tabla. 12. Medio de cultivo para cultivo de
protoplastos (1l).
Medio Duplicaciéon | Regeneracion
Componentes
Sales MS |-V 100%
Glicina 2mg
Vitamina R2 100%
ANA 2mg 1mg
BA 1mg 2mg
Sacarosa 309
pH 5.7
Gelzan 3.3
Cefotaxima 250 mg
Vancomicina 50 mg

En esta etapa los protoplastos se sembraron en el medio de duplicacién, esto se
realiz6 desde la primera siembra hasta la cuarta semana que es donde se utiliza el
medio de regeneracion.

La tercera etapa: obtencién de microcallos y callos se observara en resultados.
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5.3 RESULTADOS

5.3.1. Resultados del primer cultivo de protoplastos

5.3.1.1. Primera etapa: Obtencion de protoplastos

En esta etapa, se utilizaron explantes (segmentos de hojas), sembrados con
anterioridad en medios liquidos y solidos, lo que permitié contar con células en
division celulary, por lo tanto, las células hijas presentaban paredes celulares laxas
y delgadas, lo que facilitdé obtener los protoplastos y, en el segundo enjuague se
lograron observar en el microscopio. En la Fig. 34 se pueden ver algunas células
todavia con pared celular, otras con partes de las células desprovistas de sus
paredes y protoplastos ya obtenidos.
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Fig. 34. Protoplastos, células observadas procedentes de LF de medio sélido.
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Enla Fig. 35. se muestran los protoplastos obtenidos el mismo dia en que se realiz6

la siembra. A. Protoplastos de medio de cultivoliquido, B. Protoplastos de medio de

cultivo sélido.

Fig. 35. Protoplastos después de una hora de haber terminado el protocolo. Las

flechas rojas muestran los protoplastos.

En esta etapa, se utilizé una mezcla de enzimas: celulasay Macerozyme R-10 a
una concentracion de 0.9 g/15ml y 3.6g/15ml respectivamente, estas enzimas
degradaron la pared celular, y el manitol no permitié que se plasmolisaran los
protoplastos obtenidos, por lo cual el protocolo probado fue adecuado para la
obtencion de protoplastos de esta especie, aun cuando no se contd con ninguna
referencia de articulos ni trabajos previos con esta especie. Cabe sefialar que se
hicieron modificaciones a algunos protocolos utilizados en el laboratorio de CTV del
dpto. de Bioquimicay protocolos del manual de cultivos de tejidos vegetales de
(Power et al., 1989).

En esta etapa se fue disminuyendo el agente osmético mientras las células
comenzaron aregenerar sus paredes celulares. Al iniciode esta etapa, se realizaron
observaciones al microscopio con la finalidad de verificar el restablecimiento de las
paredes celularesy realizar mediciones los protoplastos. En la Fig. 36 se muestran

las longitudes de los diametros obtenidas con el programa Motic® de los
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protoplastos, las fotos fueron tomadas en un microscopio 6ptico con un objetivo de
4(x). Para el ensayo 1, se obtuvieron protoplastos con longitudes que fluctuaron de
1 um a 6 um siendo mas frecuente el didmetro de 1 um. Asi mismo, se pueden
observar los protoplastos, algunas células con parte de las paredes celulares que
se estan desprendiendo y, en menor cantidad células completas.

Fig. 36. Diametros de los protoplastos obtenidos del primer ensayo de

protoplastos en elmismo dia de siembradel medio de cultivo sélido. Diametros

de5y 6 pm.
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Adicionalmente en la Fig. 37 se muestra un acercamiento a algunos protoplastos

para una mayor claridad de los diametros obtenidos de los protoplastos.
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Fig. 37. Referencia de los didmetros de los protoplastos obtenidos en los ensayos de protoplastos.

En la Fig. 38. Se puede observar lo siguiente: A. Protoplastos del medio de cultivo
sélido, B. Protoplastos con una filtracion de dispersores celulares, C. Protoplastos
con dos filtraciones: dispersores celulares y malla de nylon, y una centrifugacion, D.
Protoplastos con dos filtraciones: dispersores celulares y malla de nylon, y dos

centrifugaciones, E. Protoplastos con dos filtraciones: dispersores celulares y malla

de nylon, y tres centrifugaciones.
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Fig. 38. Protoplastos obtenidos en el mismo dia de siembra del medio de cultivo sélido.
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En laFig. 39 se observan las mismas fases, pero con el medio de cultivo liquido, se
omitieron las fotos para la primera centrifugacion y no se realizaron tres
centrifugaciones ya que se observé que se perdian protoplastos: A. Protoplastos
del medio de cultivo liquido, B. Protoplastos con una filtracion de dispersores
celulares, C. Protoplastos con dos filtraciones: dispersores celulares y malla de

nylon, y dos centrifugaciones.

- A . e

Fig. 39. Protoplastos obtenidos en el mismo dia de siembra del medio de cultivo liquido.

5.3.1.2. Segundaetapa: Division celular de los protoplastos y regeneracion de
las paredes celulares.

Cabe mencionar que se observo en la cuarta semana que algunas células ya
empezaban a formar su pared, como se muestra en la Fig. 40, con fotos de células

con pared con aumento 10 x después de 1 mes de la siembra, esto quiere decir que
los protoplastos ya estaban formando su propia pared.
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Fig. 40. Células con pared 10x después de 1 mes de siembra. Células con pared sefialadas con flecha
naranja.

5.3.1.3. Tercera etapa: Formacién de microcallos y callos.

En la Fig. 41 se muestran los microcallos obtenidos 6 dias después de la primera
siembra de protoplastos: A. Microcallo del medio de cultivo sélido, B. Microcallo del

medio de cultivo liquido.

Fig. 41. Microcallos obtenidos 6 dias después de la siembra.

Sefialados con flecha azul cielo.
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En la Fig. 42 se muestran los microcallos obtenidos del medio de cultivo liquido y
sélido dos semanas después de siembra de protoplastos: A. Microcallo liquido, B.
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Fig. 42. Microcallos obtenidos del medio de cultivo liquido y sélido dos semanas después de

la siembra.
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En la siguiente seccidn se presentan fotostomadas en microscopio éptico de células
con pared con aumento 10 X, un microcallo con aumento 10 x y 40 x y posibles
callos con aumento 10 x después de un mes de siembra, asi como microcallos

observados en el microscopio estereoscopico.

En la Fig. 43 se muestra un microcallo con aumento de 10 x y 40x y callo con
aumento 10x un mes después de la siembra. A. Microcallo con aumento con 10x,

B-C. Callo con aumento con 10x, D. Microcallo con aumento 40x.
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Fig. 43. Microcallo con aumento 10xy 40xy callo con aumento 10x un mes después de la

siembra. Callos sefalados con flecha morada.

En la Fig. 44 se muestran microcallos del medio de cultivo liquido después de un

mes de siembra.
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Fig. 44. Microcallos del medio de cultivo liquido después de un mes de siembra.

En la Fig. 45 se muestran los microcallos del medio de cultivo solido.

Fig. 45. Microcallos del medio de cultivo sélido después de un mes de siembra.
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5.3.2. Resultados del segundo ensayo de protoplastos

5.3.2.1. Primera etapa: Obtencion de protoplastos.

Enla Fig. 46 se muestran las longitudes de diametro de los protoplastos para el segundo ensayo de protoplastos. Para este
ensayo se obtuvieron protoplastos de 1 um - 7 um siendo méas ocurrente el didmetro de 3 um.

Protoplasto con

desprendimiento

de pared celular
Célula

regenerando

su pared -~
? | Protoplasto
- de 4 um

7

Restos de pared
celular

Fig. 46. Diametros de los protoplastos obtenidos del segundo ensayo de protoplastos después de 1h con enzima en
agitacion y 24 h en refrigeracion, tubo 1.
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En la siguiente seccion, se presentan protoplastos y microcallos del segundo ensayo
de protoplastos. En la Fig. 47 se muestran protoplastos despuésde 1 h con enzima
en agitacion y 24 h en refrigeracion, tubo 1y 2. A-B. Tubo 1, C-E. Tubo 2.

Fig. 47. Protoplastos después de 1 h con enzima en agitaciéon y 24 h en refrigeracion, tubo 1y
2.
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En la Fig. 48. Se muestran los protoplastos obtenidos de las cajas y frasco. A-B.
Protoplastos despuésde 16 h con enzima Frasco, C-D. Protoplastos despuésde 16

h con enzima Caja 1 sin filtrar, E. Protoplastos despuésde 16 h con enzima Caja 2
sin filtrar.

B

Fig. 48. Protoplastos de cajas y frascos después de 16 h.
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5.3.2.2. Segundaetapa: Division celular de los protoplastos y regeneracién de
las paredes celulares.

En la Fig. 49 se muestran células con pared celular y algunos protoplastos
correspondientes al segundo ensayo de protoplastos.

Fig. 49. Células con pared 10x después de 1 mes de la siembra. Células con pared sefialadas con flecha

naranja.
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5.3.2.3. Tercera etapa: Formacién de microcallos y callos.

En la Fig. 50 se muestran los microcallos obtenidos de los protoplastos generados
por las dos cajas Petri que contenian [aminas foliares sembradas en medio de
cultivo solido, en este ensayo no se utilizaron las laminas foliares sembradas en
medio liquidoya que en el anterior ensayo se observaron muy pocos protoplastos
y microcallos a comparaciéon del medio de cultivo sélido. Fig. 50 se muestran los

microcallos de las cajas 1y 2 después de 8 dias de la siembra. A-B. Microcallos
caja 1, C-E. Microcallos caja 2. En este ensayo no se obtuvieron callos.

Fig. 50. Microcallos Caja 1y 2 después de 8 dias de la siembra.

133



A continuacion, se presentan las graficas de los parametros que se consideraron
para evaluarlarespuesta morfogenética de Spathiphyllum sensation con la técnica

de protoplastos: didmetro promedio de los protoplastos y suspension de
protoplastos.

Los diametros promedio de los protoplastos obtenidos en cada ensayo se muestran
en la gréafica 4.
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Grafica 4. Diametros promedio de los protoplastos

obtenidos en los ensayos a partir de laminas foliares
provenientes de medio sdlido.

En la grafica5 se muestra la suspension de protoplastos obtenida de cada ensayo
de protoplastos.
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Gréfica 5. Suspensionde protoplastos obtenidos en

cada ensayo de protoplastos.
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5.4. DISCUSION

Las laminas foliares utilizadas para los ensayos provenian de los ensayos 4 y 5
presentados en el CAPITULO IV. Para obtener protoplastos, son varios factores
importantes a considerar: la fuente del tejido usado para el aislamiento (hojas,
suspension de células, cotiledones o raices); por lo que las laminas foliares
mantenidas en medios solidos resultaron un buen explante, la especie de plantay
su variedad, en este trabajo, aun cuandono se contabacon informacion, se lograron
obtener los protoplastos; mezcla de enzimas, en ambos ensayos se lograron
obtener los protoplastos, por lo cual la mezcla de enzimas y los porcentajes
probados fueron eficientes para lograr la separacion de las paredes de las células,
y otro factor que mencionan algunos autores es el estado fisiologico de la planta,
por lo que mantener las plantas donadoras de explantes bajo un programa
fitosanitario y de fertilizacion, permitié contar con tejidos jovenes y en constante

division celular (Power et al., 1989).

Para lograr la obtencion del aislamiento de los protoplastos, se utilizé un protocolo

en el que intervinieron varios factores que se explicaran y discutiran a continuacion.

Los principalesfactores que afectan el aislamiento de los protoplastos son la presion
osmotica, la concentracion enzimaticay su combinacién en la solucién enzimética,
asi como el tiempo de exposicion a las enzimas (Kantharajah y Dodd, 1990; Davey
et al., 2005, citados por Ren et al., 2021).

Las hojas son comunmente utilizadas como explantes en diferentes especies (Ren
et al., 2021; Kuzminsky et al., 2016; Mota et al., 2018; Abel y Theologis, 1994;
Gandhiy Khurana, 2001). El uso de hojas jévenes demostré en un estudio de (Ren
et al., 2021), una mayor viabilidad de protoplastos en comparacién con la base de
hojas maduras, flores, y puntas de raices, sin embargo, el meséfilo de la hoja
también es una buena fuente de protoplastos (Kuzminsky et al., 2016; George y

Sherrington,1984), por lo que el uso de explantes de laminasfoliares que provenian
de hojas jovenes para obtener protoplastos fue una buena alternativa.
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Para la presion osmética se utiliz6 un osmoregulador, el manitol, ya que regula el
potencial osmotico evitando que pase el agua a través de la membrana celular al
protoplasto y con ello no permite que las células se plasmolisen (Shoitiro, 1968),
este osmolito fue utilizado a una concentracion del 9%M para el establecimiento,
13%M para enjuague en el protocolo de obtencidn de protoplastos y hasta de 0%M
en etapas en las que se inicio laformacion de las paredes celulares. Shoitiro, 1968
sostiene que la presencia del manitol en el momento del aislamiento y division de
los protoplastos son necesarios para obtener integros los protoplastos. En ambos
ensayos se observé la regeneracion de las paredes celulares como se muestra en
la Fig. 40, ademas se lograron dividiry formar microcallos, los cuales crecieron para

obtener callos.

Conrespecto a las concentracionesdelas enzimas, éstas se mantuvieron en ambos
ensayosde protoplastos como se puedever en la Tabla 10, sélo se vari6 el volumen
de medio CPW13M utilizado para la preparacion de cada enzima. En ambos
ensayosla Macerozyme R-10 se utilizd a unaconcentracionde 20 g/l (2%), mientras
que la celulasafue de 5 g/l (0.5%). Al no contar con informacién previay, al ver que
en el primer ensayo se lograron obtenersuficientes protoplastos, se tomo la decision
de variar las concentraciones de las enzimas, pero sélo en cuanto al volumen de
medio CPW13M: en el segundo ensayo se utilizé 3g/50 ml parala celulasa y
129/50ml para la Macerozyme R-10. La obtencién de protoplastos, para el segundo
ensayo, igualmente fue exitosa. La Macerozyme R-10 es una mezcla de celulasa
(0.1U7mg), hemicelulasa (0.25U/mg) y pectinasa (0.5U/mg) que degradan los
componentes de las paredes celulares. Algunos autores reportan concentraciones
de las diferentes enzimas utilizadas para la obtencion de protoplastos, algunos
ejemplos son los siguientes: 1.5% celulasa, 0.05% Macerozyme R-10 (Power et al.,
1989), 1.2% celulasa, 0.6% Macerozyme (Ren et al., 2021), 1 % celulasa R-10,
0.25% Macerozyme R-10 ( Abel y Theologis, 1994), 1.5, 2.25 y 3% hemicelulasa,
0.5 y 0.75% pectinasa, 1 y 2% de celulasa (Mota et al., 2018),1 % celulasa R-10,
0.5% Macerozyme R-10 (Gandhi y Khurana, 2001), 2 % celulasa R-10, 1 %
Macerozyme R-10 (Kuzminsky et al., 2016). Al observar estas combinacionesy

concentraciones se ve que la concentracion de la celulasa estd dentro de lo
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reportado a excepcién de la concentracion que utilizaron (Mota et al., 2018 y
Kuzminsky et al., 2016); mientras que en el caso de la Macerozyme R-10 la
concentracion estd por encima de lo reportado en aquellos estudios que utilizan
Macerozyme R-10, ahora, relacionando la concentracion de la celulasa (porque la
celulasa termina de separar el protoplasto del resto de la pared celular), y la
concentracion delaMacerozyme R-10 con el didmetro de los protoplastos obtenidos
en ambos ensayos que se puede ver en las Fig. 36-37 y en la grafica4, que el uso
de unaconcentracion alta para la Macerozyme en ambos ensayos fue proporcional
al nimero de protoplastos que se observaron. En las Fig. 46-48 se observa que el
diametro maximo que presentaban los protoplastos fue el de 7um para el ensayo 2,
y con un diametro de 3um en la mayoria de los protoplastos, incluso se observa que
algunas células ya estaban formando su pared celularcomo se muestra en la Fig.
46, mientras que para el ensayo 1 se obtuvieron en su mayoria protoplastos con
diametro de 1um hasta un diametro maximo de 6um, igualmente se observo que
cualitativamente el niamero de protoplastos es mayor en el ensayo 1 en comparacion
con el ensayo 2, el menor didmetro de los protoplastos se presentd en el ensayo 1.
Estas diferencias entre los ensayos pueden deberse a la baja concentracion de
celulasa utilizada. Igualmente, de acuerdo a Mota et al., 2018 sobre la base de sus
resultados experimentales, el mejor tratamiento para obtener el mejor rendimiento
fue de 1.5% hemicelulasa, 0.5% de pectinasa [la Macerozyme R-10 es un sistema
enzimatica constituido de altas actividades de hemicelulasay pectinasa (PhytoTech
Labs, 2024)], y 1% de celulasa, se nota que la concentracion de la Macerozyme R-
10 fue alta en comparacién a la celulasa pero solo con una diferencia del 0.5%,
estas concentraciones pueden servir para un posterior ensayo para conseguir una
mayor viabilidad de protoplastos. Ademas, de acuerdo a la grafica 5 se observa que
en el ensayo 2 se obtuvieron mayor cantidad de suspension de protoplastos ya que
se agregaron en cada caja Petri 1.4 ml en comparacion de los 0.7 ml agregados a
cada caja Petri del ensayo 1 de protoplastos.

Aun cuando en el ensayo 2 también se sembrd en cajas Petri conteniendo papel
filtro, no se pudo tomar datos y analizar ya que los microcallos no se observaron

bien.
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Otro paso que es posterior a la preparacion de enzimas, es la filtracion, para ello se
utilizaron dos mallas que se colocaron a los dispersores celulares, la primera
utilizadafue unamallade 50 con 280um de apertura de poro y lasegundaunamalla
de 200 con 73.7um de apertura de poro, y una filtracion con bolsa de malla de nylon
Rosin® Bag de 25 um, comparando estos valores con lo reportado en la literatura
gue indican una filtracién con malla de nylon de 0.22 um (Gandhiy Khurana, 2001),
una filtraciéon con malla de nylon de 60 um (Mota et al., 2018), una filtracion con
malla de nylon de 50 um (Kuzminsky et al., 2016), una filtracion con malla de nylon
de 150 um: (Ren et al., 2021), se observa que la apertura del poro de la malla
utilizada con el primer dispersor celular estd por encima de lo reportado mientras
gue la apertura del poro de la malla utilizada con el segundo dispersor celulary la
bolsa esta dentro de lo reportado, asi que esto indica que la obtencion de los
protoplastos se logré utilizando tres mallas de distinta apertura, de mayor a menor.
También se varié el numero de filtros, en el ensayo 1 de protoplastos se utilizaron
12 filtros en comparacién con los 6 filtros utilizados en el ensayo 2. De acuerdo con
lo mostrado en las Fig. 38-39 se observan menos protoplastos obtenidos de LF
procedentes de medio liquido, asi como su didmetro de estos en el ensayo 1 es
menor en comparacion del ensayo 2 (grafica 4), esto debido a que al filtrar se

pueden perder a su vez protoplastos.

Otro factor que se vari6 en la obtencion de los protoplastos fueron las
centrifugaciones de 3 y 2 veces para los ensayos 1 y 2 respectivamente. En la
literatura reportan que se realizan 2 centrifugaciones (Abel y Theologis, 1994;
Kuzminsky et al., 2016; Ren et al., 2021), con sus excepciones como (Gandhiy
Khurana, 2001; Mota et al., 2018). Gandhiy Khurana, 2001 llevaron a cabo un
protocolo similar al probado en esta investigacién ya que coincidieron el niumero de
centrifugaciones, sales usadas para el medio liquido (CPW) asi como las enzimas
utilizadas, lo que vari6 fue el tiempo de incubacién en la solucion enziméaticay las
rpm en las centrifugaciones, en este trabajo fue de 40rpm que a su vez noesta lejos
de loreportado con laliteratura en la que se utilizan 50 rpm para las centrifugaciones
(Kuzminsky et al., 2016; Abel y Theologis, 1994; Mota et al., 2018), y de 30rpm de

acuerdoa Renetal., 2021. La velocidad de agitacion rpm utilizada en este protocolo
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fue de 1000 rpm, con lo cual se observa que esta por encimade lo reportado y por
consiguientees unarazoén por la que hubodiferencias en el niumero de protoplastos
obtenidos ya que pudieron romperse o plasmolizarse en el proceso. Igualmente, en
el ensayo 1 se realizaron 3 centrifugaciones con lo que se observo que afecto en el

numero de protoplastos obtenidos.

Sobre el tiempo de incubacion de los tejidos en la solucion enzimatica éste fue de
16 h a 27°C en ambos ensayos. Al comparar con los valores reportados con otros
trabajos en donde indican que el tiempo de incubacion puede serde 6 h a 28 °C
(Ren et al., 2021), 4h a 25°C (Kuzminsky et al., 2016), 4 h (Mota etal., 2018), 2.5h
a 22°C (Abel y Theologis, 1994), 24-26°C por 14 h (Gandhiy Khurana, 2001), se
observa que el tiempo de incubacion empleado esté arriba del rango reportado, pero
aun asi se lograron obtener protoplastos en ambos ensayos. Ren et al., 2021
encontré que un tiempo de digestion insuficiente provocé una liberacion incompleta
de los protoplastos, mientras que un exceso de incubacion provocolarupturade los

protoplastos, esta Gltima situacion pudo haberocurrido en ambos ensayosy por lo
tanto se pudieron haber obtenido méas protoplastos.

No se pudo obtener el rendimiento de protoplastos (ver ecuaciones anexo 4), ya
gue no se contd con el dato de numero de células en suspension nicon el total del
numero de células porque no se contaron con el hemocitometro (Power et al.,
1989), solo se contd con el dato de peso fresco utilizado en ambos ensayos de
protoplastos el cual fue de 2 g, no se contaron con dichos datos ya que estos
ensayos de protoplastos solo fueron una prueba para observar el comportamiento
qgue tenia Spathiphyllum sensation al someterse a esta técnicay si funcionaba por
consiguiente se reproduciria mas veces, no obstante esta técnica sirvié para
entendery conocer aln mas esta especie y género, dado que no se obtuvieron los
resultados esperados se indago sobre las causas y una causa por la que no se
pudieron regenerar plantulas a partir de cultivos de protoplastos es debido a que
como se menciond en la discusion del CAPITULO IV, la familia de las araceas a la
cual pertenece Spathiphyllum contiene cristales de oxalato de calcio en forma de

rafidios, entonces estos cristales se acumulan en los protoplastos y debido a que
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algunos se fracturan en el proceso de obtencion de protoplastos, pueden perforar a
los demas protoplastos (Pindel, 2007; Lin et al., 2018, citados por Ren et al., 2021),
lo que representa otro factor limitante para el aislamiento de protoplastos afectando
asi el rendimiento de los mismos. Ren et al.,, 2021 en su trabajo, enconto
abundantes cristales de oxalato en forma de rafidios en la solucién que contenia a
los protoplastos, pero en una optimizacién posterior revelé que la adicion de 2-
mercaptoetanol contribuia a disminuirlos rafidios de oxalato calcico y aumentar el
rendimiento y la viabilidad de los protoplastos, esta optimizacién también puede
aplicarse para posteriores ensayos.

Es sabido quela viabilidad de los protoplastos nosolo depende del aislamiento sino
también de la posterior manipulacion (Power et al., 1989), para la posterior
manipulacion solo se disminuyé cada dos semanas la concentracién de manitol en
el medio liquido CPW de 9%M a 0%M, de acuerdo a la Tabla 13 del anexo 4. El
manitol puede reducir la capacidad regenerativa. Asi mismo, para el ensayo 1 se
utiliz6 como soporte una malla de nylon de 14um de apertura de poro en
comparacion con el papel filtro de 70 mm de apertura de poro utilizado para el
ensayo 2, como se pudo observar en la Fig. 50 para este ensayo no se observaron
muy bien los microcallos en comparacion de las presentadas en las Fig. 44-45 del
ensayo 1, esto se debe a que unaapertura menor en el diAmetro de poro retiene

mejor los protoplastos y microcallos.

Finalmente, con respecto a la procedencia de las [aminas foliares ya sea de medio
sélido o liquido, los protoplastos provenientes del medio sélido dieron una mejor
respuesta en comparacion con las provenientes del medio liquido, esto se muestra
en las Fig. 38, 41-42, 44-50, esto puede deberse a que el medio sélido contiene por
mas tiempo los nutrientesy en medios liquidos los componentes del medio estan
mas disponiblesy las células crecen mas rapido, pero igualmente los oxalatos y
otros compuestos oxidativos se dispersan en el medio liquidoy por consiguiente se
oxidan mas rapido causando asi que las laminas foliares no tuvieran la misma
respuesta que las sembradas en el medio sélido, por ello en el ensayo 2 se elimind

la procedencia de los explantes del medio liquido.
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CAPITULO VI: UTILIZACION DE
INFLORESCENCIAS INMADURAS PARA LA
OBTENCION DE EMBRIONES SOMATICOS

Spathiphyllum sensation demostré en los ensayos anteriores ser una planta
recalcitrante por ello se implementé una nueva técnica: la embriogénesis somética
y Se puso en practica con inflorescencias inmaduras; un tejido muy poco usado en
el area de CTV. Mediante este tejido y esta técnica se logro obtener embriones, es
decir, se regenero la planta, y se espera que en un futuro se obtengan plantulas

debido a que es un proceso tardado.

6.1 MARCO TEORICO

6.1.1. Embriogénesis somatica.

Los estudios sobre la ES surgen desde hace mas de 60 afos, cuando en 1958
Steward (Steward et al., 1958), produjeron embriones somaticos a partir de la
proliferacion de callo en la zanahoria, sin embargo, ain después de mas de 60 afios

de investigacion la transicion de las células sométicas a un estado embrionario
todavia no se ha esclarecido del todo.

La embriogénesis somatica es un proceso por el cual células sométicas generan
embriones somaticos, los cuales son parecidos a los embriones cigéticos, pero sin
que haya habido fusion de gametos. Estos embriones, al germinar generan plantas
genéticamente iguales a la planta madre (Etienne-Barry et al., 2016).

Las células cultivadas in vitro se encuentran en un estado indiferenciado, mientras
que los embriones somaticos de donde se pueden obtener nuevas plantulas se
consideran en un estado diferenciado. Aun asi, las células cultivadas tienen el
potencial de diferenciarse en embriones soméaticos, pero es un proceso mas dificil
debido a que los embriones cigoticos estan cerrados con los 6vulos, asi que no es

facil estudiar el proceso de embriogénesis. La ES es unaalternativa que facilita la
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regeneracion de plantas cuando la organogénesis no resulta eficiente, como es el
caso de café (Fujimura, 2014).

En la ES se originan estructuras pseudoembrionarias a partir de células somaticas
(células que no forman parte de la linea germinal) (National Human Genome
Research Institute [NHGRI], 2024), estas estructuras se desarrollan en embriones
semejantes a los embriones cigoéticos. Dichos embriones presentan dos polos: uno
gue generard el brote y el otro que generara la raiz (Von Arnold et al., 2002), al
desarrollarse los embriones somaticos pueden germinar y generar plantulas de

manera similar a la germinacién que ocurre con los embriones cigoticos.

Del mismo modo quela organogénesis, existen dos formas en las que se manifiesta
la ES: indirecta o directa. En la forma directa los embriones sométicos se forman en
la superficie del explante rico en zonas meristematicas sin pasar por la formacion
de callo, para esta via se usa cominmente como explante embriones cigéticos
inmaduros, raices y hojas jovenes, meristemos, entre otros; estos explantes por lo
comun son tejidos u 6rganos inmaduros, mientras que en la ES indirecta los
embriones somaticos se desarrollan después de la proliferacion de callo. Los
embriones generados sobre explantes directamente o sobre el callo se denominan
embriones soméaticos primarios; y los embriones soméaticos inducidos a partir de

embriones somaticos primarios se denominan embriones secundarios/adventicios.

Los embriones en la ES y EC en las plantas dicotiledéneas pasan por cuatro
estados: globular, corazén, torpedo y cotiledon (Zimmerman, 1993), como se puede

observar en la Fig. 51.

Fig. 51. Comparacion entre ESy EC. En la ES los embriones no experimentan la
desecacién ni la dormancia, en su lugar contintan creciendo hasta obtener una

plantula completamente diferenciada.
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Fig. 51. Comparacién de embriogénesis soméatica y cigética (Tomado de Zimmerman, 1993 y

traducido por Vieyra, 2023).

Spathiphyllum sensation pertenece a las plantas monocotiledéneas en las cuales
los embriones pasan por tres estados: globular, escutelary coleoptilar (Mujib et al.,
2016), su aspecto se muestra en la Fig. 52, estos resultados corresponden a
Rodriguez et al., 2015. B. Embriones somaticos en etapa globular, C. Embriones

somaticos en etapa escutelar, D. Embrion somético en etapa coleoptilar avanzada.

Fig. 52. Estados de los embriones en planta monocotiledénea (Tomado
de Rodriguez et al., 2015).

La ES se conforma de cuatro etapas: induccion, proliferacion, maduracion y
germinacion:
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Induccion: Los embriones se encuentran en estado preglobular (Merkle et al.,
1995). En esta etapa al medio de cultivo ya sea MS o0 Ns se le agrega una citocinina
y una auxina fuerte, tal como el Dicamba o 2,4-D y generalmente la cantidad
utilizada para modular la expresion genética es mayor que la citocinina.

Proliferacion: Los embriones se encuentran en un estado mas desarrollado por lo
gue se utilizan conjuntamente auxinas como 2,4-D, ANA, Dicamba y citocininas (BA)
para la multiplicacion de los embriones (Merkle et al., 1995), pero se va reduciendo
la concentracion de la auxina.

Maduracion: Surge la expansion de las células del embrion y acumulacion de
sustanciasde reserva (Gomez, 1998). En esta etapa es necesario un alto contenido
de nitrégeno en el medio de cultivo, esto se logra adicionando nitratos, aminoacidos
y caseina hidrolizada (Merkle et al., 1995), ademas se puede adicionar 1 mg/l de
AGs (Ramirez, 2022).

Germinacion/Conversion: Aqui los embriones somaticos maduros estan bajo un
medio de cultivo con bajas concentraciones de auxinas o con la remocion de estas,
favoreciendo asi el desarrollo meristemético de los brotes y raices que ya formaban

parte del embrién inmaduro (Merkle et al., 1995).

6.1.2. Factores que influyen en la embriogénesis somatica

Diversos elementosy factores clave rigen la embriogénesis somatica en las plantas.
Bioldgicos: genotipo y tipo de explante; quimicos: sales inorganicas, la fuente de
azucar/carbohidrato, aminoacidos, vitaminas, reguladores de crecimiento, y

ambientales: como la calidad e intensidad de la luz, y la temperatura.

Entre los genotipos frecuentemente usados estan los tejidos jovenes tales como los
embriones cigoticos y las partes germinadas de la planta como: hipocatilo, epicatilo
y el cotiledon han demostrado ser muy eficaces para establecer cultivos

embriogénicos en condiciones in vitro (Ramirez, 2022).
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6.1.2.1. Medios de cultivo y reguladores de crecimiento

Los medios mas usados son MS y Ne cuyas concentraciones de sales se pueden
consultaren el anexo 1. Las sales inorganicas que forman parte del medio de cultivo
tienen un efecto en la embriogénesis somatica, en concreto la adicién de nitrato en
altas concentraciones al medio de cultivo junto con compuestos nitrogenados
reducidostales como sales de amonio; son esenciales parael adecuado crecimiento

y diferenciacion de embriones inmaduros (Hu y Wang, 1986).

El medio de cultivo necesita ademas de vitaminas y fuentes de azucares: las
mezclas de vitaminas MS son las mas mencionadas en laliteratura, y de acuerdo a
lo reportado la adicién de carbohidratos/azlcares externos en los medios aumenta
la proliferacion de las células y mejora la morfogénesis in vitro, incluida la
embriogénesis somatica. Los hidratos de carbono mas utilizados en diferentes
medios son la sacarosay la glucosa. En varias plantas estudiadas, la sacarosa ha
sido el unico reguladorde la induccion, maduracién y germinacion del embrién, lo
que indicala importancia de la energia en la embriogénesis in vitro. En un estudio
se observo previamente que el nivel de carbohidratos al 3% era mas eficaz que la
concentracion superior (6%) y esto se aplicé a otros azucares probados (Junaid et
al., 2006).

En cuanto a los reguladores de crecimiento se cuenta con citocininasy auxinas. La
auxina mayormente elegida es el 2,4-D y se ha utilizado ampliamente para inducir
embriones hasta los estados embriogénicos tempranos. En la mayoria de los
informes publicados, el desarrollo embrionario se observo hasta las fases globular
y acorazonada, también se sugiere que la remocion gradual del 2,4-D es esencial
para la maduracion de los embriones (Fehér, 2015; Gulzar et al., 2021). Otras
auxinas utilizadas para cumplir el mismo fin son el ANA, AlA, Picloram, Dicamba 'y
TDZ. El mecanismo molecular por el que el 2,4-D desencadenala embriogénesis
no es conocido (Ramirez, 2022), pero se sabe que puede inducirestrés en el cultivo
(Fatima et al., 2011; Magsood y Mujib, 2017), y las células vegetales cultivadas
producen embriones soméaticos en respuesta a condiciones adversas de estrés
celular (Fehér, 2015; Mujib et al., 2020).
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La Fig. 53 muestra el efecto de la concentracion de las auxinas.

Desarrollo y maduracion

Crecimiento inhibido o

anormal

Embriogénesis

repetitiva

Autoembriogénesis

Fig. 53. Rol de la auxina durante la embriogénesis (Tomado de Merkle
et al., 1995y traducido por Vieyra, 2023).

Entre las citocininas utilizadas frecuentemente en los medios de cultivo estan BA,
Kn, 2-ip y la Zeatina (Ramirez, 2022). En un estudio se demostré que la citocinina

es igual de importante que la auxinaen el desarrollo del meristemo apical de raiz
(Su, 2002).

Los aminoacidos también son fundamentales para el desarrollo de los embriones
somaticos, los mas comunes son: L.-prolina, alanina, glutamina, adeninay caseina
hidrolizada.La L-prolinaenel CTV tienela funcion de almacenamiento de nitrogeno
reducido (Britikov et al., 1970, citados por Armstrong y Green, 1985). En un estudio
se demostrd6 que al aumentar la concentracion de L-prolina se incremento el
porcentaje de produccién de embriones somaticos de 0% a 23% a una
concentracion de 25 mM de L-prolina (Armstrong y Green, 1985). En el caso de la
adeninatambién se demostré en un estudio que a unaconcentracion de 80 mgl/l
aumentaba la produccién de embriones somaticos todo dependiendo de la
concentracion de la citocinina utilizada (Tomiczak et al., 2019). La caseina
hidrolizada ha sido utilizada para aumentar el crecimiento de callos embriogénicos

y la embriogénesis somatica en varias especies de plantas (Hegazy et al., 2009;
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Khayri, 2011 citados por Khierallah y Hussein, 2013), asi mismo de acuerdo a
Khierallah yHussein, 2013, la caseina hidrolizada produjo los mayores pesos fresco

y seco de callo embriogénicoy aumento el numero de embriones globulares auna
concentracion de 2 g/l.

6.1.2.2. Luz

Los requerimientos de luz dependen de la especie sin embargo se ha observado
que la luz roja (660 nm) y verde (540 nm) favorece la induccién de embriones
sométicos, mientras que la luz azul (480 nm) la inhibe (Torné et al., 2001). En un
estudio se evaluo la duracion de varios regimenes de luz en callos embriogénicos
de Catharanthus y observaron que el rango de luz de 8-16 h era mas eficaz para la
rapida proliferacion de embriones, mientras que un periodo de luz superiora 16 h
impactd la embriogénesis con mas anormalidades embrionarias (Junaidetal., 2008,
citados por Ramirez, 2022).

6.1.2.3. Temperatura

La temperatura no es un factor critico en la embriogénesis somatica, aunque no
debe exceder los limites de 20 a 35°C para el cultivo de tejidos en generaly se
considera una temperatura 6ptima de 30°C (Leathers y Scragg, 1989).

6.2 MATERIALES Y METODOS

6.2.1. Material Bioldgico

En la Fig. 54 se muestra el esquema cronoldgico de las inflorescencias utilizadas.

Planta 3C Planta 4D Planta 5E

¥ $ ¥
Inf.1 =) 14D m) | MadSE | mm) | I5E
$

Semillas

Fig. 54. Esquema del surgimiento de inflorescencias de plantas 3C-5E.
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Se utilizaron tres inflorescenciasinmaduras de las plantas 3C, 4D y 5E para obtener
los embriones soméaticos. Como se muestra en la Fig. 67.

EnlaFig. 55 se presentan las inflorescenciasinmaduras utilizadas parala obtencion
de embriones sométicos: A. Inf.1. Planta 3C, 1 mes de emergencia (a mediados
abril de 2023), 2 cm de longitud, B-C. Inflorescencia planta 4D, 2 meses de

emergencia (Inicios mayo 2023), 9 cm de longitud, D-E. Inflorescencia planta 5E, 2

meses de emergencia (Inicios octubre 2023), 11 cm de longitud.

Inflorescencia

apical

Inflorescencia
Media

Inflorescencia

basal

2
7
.
X
¥

v SRR

Fig. 55. Inflorescencias inmaduras usadas para embriogénesis somatica.

En laFig. 56 se presenta el proceso de transformacion de la inflorescencia utilizada
para aislar floresinmaduras: A. Inflorescenciaa 1l mes de emerger (junio 2023), B.
Inflorescenciaa 2 meses de emerger (julio 2023), C. Inflorescenciaa 2 meses de

emerger 19 dias (agosto 2023), D-E. Inflorescencia a2 meses de emerger 24 dias
(agosto 2023).
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Fig. 56. Inflorescencia madura planta 5E utilizada para aislar semillas inmaduras.

6.2.2. Métodos dedesinfeccidondeinflorescencias/frutos/semillas

1. Desinfeccion flor-inflorescencia

Aunado a que no se obtuvo mucha respuesta de los diferentes explantes
provenientes de la planta madre tales como: lamina foliar, rizoma, apice, ligula,
nervadura central, se empez6 a afiadir 3 mg/L de AGs al programa de fertilizacion
previamente ya empleado, dichoriego se realizaba unavez por semana para inducir
la diferenciacién de la inflorescencia, esta solucion de riego se empez6 a
implementar desde el 30 de enero de 2023. La primera inflorescencia procedente
de la planta 3C se obtuvo aproximadamente 10 semanas después que se empez6
dicho programa y se caracterizd por ser unainflorescenciainmadura. La segunda
inflorescencia procedente de la planta 4D se dejé madurar mas y dicho estado se
obtuvo aproximadamente 12 semanas después de emplear el programa de riego
antes mencionado, finalmente la inflorescencia de la planta 5E se obtuvo
aproximadamente 16 semanas después de emplear el programa de riego con AGs,

pero esta inflorescencia se dej6 madurar hasta obtener los frutos maduros para
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aislar sus semillas. Una ultima inflorescencia surgié 36 semanas después de esta

misma planta.

Para las inflorescencias inmaduras de las plantas 4D y 5E, se siguio el siguiente

protocolo de desinfeccion:

1.
2.

Cortar la flor desde el tallo.

En campana transferirlo a un frasco de 1L con la solucion de jabon, dejarlo 5
minutos en agitacion.

Sin enjuagar transferirlo a un frasco de 1L con la soluciéon de NaClO
comercial al 10% (v/v), dejarlo 10 minutos en agitacion.

Hacer tres enjuagues con agua deionizada estéril.

5. Separar inflorescenciadetalloy laminasfoliares (dejar talloy lAminasfoliares

en agua estéril).

A la inflorescencia transferirla a un frasco de 1 L con solucién de NaClO
comercial al 3% (v/v), dejarlo en agitacion 5 minutos.

Decantar y enjuagar 3 veces con agua deionizada estéril.

Sembrar explantes de 1 cm en medio NeP (ST-I) alternando la parte externa
e interna de la inflorescencia entre cada frasco.

Dejar los explantes en oscuridad.

En laFig. 57 se muestra el proceso de desinfeccidon de la inflorescencia de la planta

4D: A. Planta ex vitro, B. Planta en laboratorio antes de cortar espata, espadice y

pedunculo, C. Corte de la inflorescencia mas pedunculo de aproximadamente 40

cm, D. Inflorescenciay espata despuésde protocolo de desinfeccion,justo antes de

aislarla, E. Inflorescenciay espata aisladas, F. Espata y pedinculo en antioxidante

después de protocolo de desinfeccion, G. Inflorescencia sembrada, H. Laminas

foliares de la flor sembradas, I. Ligulas de la flor sembradas.
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Fig. 57. Proceso de desinfeccion inflorescencia 4D.

151



2.

Método de desinfeccion de frutos de Spathiphyllum sensation

De la inflorescencia madura de la planta 5E se desinfectaron los frutos de la

siguiente forma para aislar las semillas y posteriormente sembrarlas:

1. Se corta la inflorescencia en el invernadero.

2. Se separan los frutos de la inflorescenciay al separar se clasifican en

apicales, medios y basales.

3. Selavan con agua corriente y jab6n durante 10 minutos.

8.
9.

Se colocan en envase estériles separados los frutos por seccion.

En la campana de flujo laminar se pasan a un vaso estéril y se les afiade
alcohol al 70% y se mantienen durante un minuto con agitacién suave.
Después se decanta el alcoholy se enjuagan 2 veces con agua deionizada

estéril.

. Se les agrega NaCIlO comercial al 30% (v/v) + 15 g/ 250 ml microdyn® +

1gota/250 ml Tween®-20 y se dejan en agitacion constante y suave durante
10 minutos.
Se enjuagan 3 a 4 veces con agua deionizada estéril.

Se enjuagan con Captan durante 15 minutos, posteriormente se decanta.

10.Se enjuagan 3 veces con agua deionizada estéril.

11.Se enjuagan con Agri-mycin 500 durante 15 minutos, posteriormente se

decanta.

12.Se enjuagan 4 veces con agua deionizada esteéril.

13.Cada fruto se abre dentro de una caja Petri estéril todas las semillas de los

frutos de cada seccion se juntan en una caja Petri con antioxidante mas

antibioticos (cefotaxima, amoxicilina, vancomicina y Terbinafina) y se
siembran en medio NeP 0 medio ST-C (induccién de callo).

En la Fig. 58 se muestran algunos pasos del proceso de desinfeccion de los frutos
de la IMad5E.

Fig. 58. Proceso desinfeccion IMad5E: A. IMad5E en el laboratorio antes de lavarla

con aguay jabdn, B. IMad5E seccionada en parte apical, media y basal, C. En
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campana: secciones de IMad5E en vasos de precipitados para enjuague con
solucion de NaClO, D. Semillas aisladas de IMad5E.

Fig. 58. Proceso de desinfeccion IMad5E.

6.2.3. Medios de cultivo parala obtencionde embriones somaticos

En la tabla 13 se muestra la composicion de los medios de cultivo utilizados para la
obtencidon de embriones sométicos. A partir del quinto subcultivo se redujo la

concentracion de Dicamba a la mitad.

Tabla. 13. Medio de cultivo para obtencién de embriones
somaticos (1l).
Medio ST-l | ST-C
Componentes
Sales B51- V 100%
Sales Ng I- V 100%
L-cisteina 19
Glicina 2mg
Adenina 1mg
Caseina Hidrolizada 200mg 100 mg en caso de
reducir el Dicamba
Vitamina R2 1mg
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Cock-20 (ml) 10
2,4-D 2mg
ANA 1mg
Dicamba 5mg
BA 0.3mg 0.5mg
Sacarosa 309
pH 5.7
Gelzan 3.59
Cefotaxima 250mg

6.3. RESULTADOS

6.3.1. Resultados de lainflorescencia de la planta 3C

EnlaFig. 59 se muestra la respuesta de lainf.1: A. Siembra de Inf. 1, 0 dias, B. Inf.
1 8 dias después de la siembra, C. Inf. 1 28 dias después de la siembra, D. Inf. 1 2
meses despuésde la siembra, E. Inf. 1 3 meses despuésde la siembra, F. Inf. 1 4
meses después de la siembra (ST-C 50%D), G-I. Inf.1 7 meses y 18 dias (ST-C

25%D), J-N. Inf.1 7 meses y 25 dias (ST-C 0%D).

Los embriones soméaticos se indican con unaflecharoja, los frutos se indican con
una flecha negra, el callo se indica con una flecha blanca, las estructuras

pseudoembrionarias se indican con una flechanaranjay las hojas se indican con

una flecha azul.
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Fig. 59. Respuesta de la Inf.1.
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En la Fig. 60 se muestran las fotografias tomadas con microscopio estereoscopico de la Inf.1. 2 meses después de la

siembra. Se percibe callo y algunos embriones.

Fig. 60. Respuesta de la Inf.1 después de dos meses de siembra en medio ST-I.
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En la Fig. 61. Se muestra la respuesta de la Inf.1 dos meses después de la siembra: A. Hoja, B-D. Fruto

Fig. 61. Respuesta de la Inf.1 después de dos meses de siembra en medio ST-I.
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6.3.2. Resultados de lainflorescencia de la planta 4D

En la Fig. 62 se muestra la respuesta de la 14D: A. 14D después de 13 dias de la
siembra, B-D. 14D después de 1 mes de siembra, E. 14D después de 1 mes de
siembray 9 dias, F. 14D despuésde 1 mes de siembray 16 dias, G-l. 14D después
de 2 meses y 20 dias de siembra.

Fig. 62. Respuesta de la 14D en medio ST-I.
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Algunosexplantes sobre todo de la planta4D respondieron mas ya que se formaron
muchas estructuras pseudoembrionarias como se puede observar en la Fig. 63: A.
IA4D después de 2 meses y 26 dias después de la siembra, B. la4D despuésde 3
meses después de la siembra, C-D. I1A4D después de 4 meses después de la

siembra (ST-C 100%D), E. IA4D después de 7 meses después de la siembra (ST-
C 25%D).

Fig. 63. Respuesta de la 14D en medio ST-C.

Se observd que los explantes también presentaron cumulos de embriones
somaticos por debajo del explante como se puede observar en la I1A4D de la Fig.
64: A. IA4D despuésde 3 meses (ST-C 100%D), B-D. IA4D después de 4 meses
(100%D), E-H. IA4D después de 5 meses (ST-C 0%D).
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Fig. 64. Respuesta de la IA4D después de 3,4y 5 meses en medio ST-C.

Se notd que algunos explantes de la IA4AD se desarrollaron mas rapido en
comparaciéon con los otros explantes presentados como se puede observar en la
Fig. 65. A: Inflorescencia con brote después de 5 meses y 7 dias (ST- C 50%D), B-
C. Brote aislado de lainflorescencia después de 5 meses y 8 dias (ST-C 50%D), D.
Brote aislado de la inflorescencia después de 5 meses y 26 dias (ST-C 25%D), E.
Brote aislado de la inflorescencia después de 6 meses y 3 dias (ST-C 25%D), F.
Brote aislado de la inflorescencia después de 6 meses y 11 dias (ST-C 0%D), G.
Brote aislado de la inflorescencia después de 7 meses (ST-C 0%D).
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Fig. 65. Respuesta de brote de IA4D después de 5-7 meses en medio ST-C 50%D.

Enla Fig. 66. Se muestra la IA4D despuésde 6y 7 meses, bajo 50% Dicamba. en

medio ST-C 50%D despuésde 6y 7 meses: A-D. IA4AD después de 6 meses, E-M.

IA4D después de 7 meses.
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En las Fig. 67-71 se muestran fotos tomadas con el microscopio estereoscopico.

Fig. 67. Respuesta de IA, IBM, IBI de la planta4D despuésde 1 mes y 26 dias: A-
E-G-H. Callo IA, B. Fruto IA, C-D. Embriones somaticos IA, F. Hojas, I-J. Frutos
IBM, K-L. Frutos IBI.

Fig. 67. Respuesta de IA, IBM, IBI de la planta 4D después de 1 mes y 26 dias en medio ST-I.
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Fig. 68. Respuesta de IA, IBM de la planta 4D después de 3 meses y 27 dias: A.
Brotes IA, medio ST-I, B-F. Embriones somaticos de IA, ST-C, G. Brotes IBM, medio
ST-I, H. Embriones IBM, medio ST-C.

Fig. 68.Respuestade IA, IBM de la planta 4D después de 3 mesesy 27 dias en medio ST-C (50%D)y
ST-I.

Fig. 69. Respuesta de IA (D) de la planta 4D después de 5 meses y 21 dias: Se
observa formacién de hojas y embriones.
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Fig. 69. Respuestade la IA de la planta 4D después de 5 mesesy 21 dias en medio ST-C (50%D)
y ST-I.
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Fig. 70. Respuestade IA (B y C) de la planta 4D después de 5 meses y 21 dias: A-l. IAB
(Inflorescencia apical B), medio ST-1, J-O. IAC (Inflorescencia apical C), medio ST-C.

Fig. 70. Respuesta de la IA de la planta 4D después de 5 meses y 21 dias en medio ST-C (50%D) y ST-I.
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Como se mostro en la Fig. 65 se desarrollé un brote de la, en la Fig. 71 se observa el
brote en fotografias del microscopio estereoscopico.

Fig. 71. Brote de la planta 4D

después de 5 mesesy 21 dias
en medio ST-C (50%D).
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6.3.3. Resultados de la inflorescencia de la planta 5E

De esta planta se obtuvieron dos inflorescencias la primera: IMad5E se utilizé para
sembrar semillas (Fig. 72), mientras que la segunda se utilizé para obtener embriones
sométicos (Fig. 73).

6.3.3.1. Siembra de semillas de la inflorescencia madura

Fig. 72. Semillas IMad5E.

Las semillas fueron no viables ya que no dieron méas respuesta de lo que se presentaen
las fotos.

En la Fig. 73 por su parte se muestran respuestas favorables.

Fig. 73. Respuesta ISE después de sembrar. A- B. IASE 8 dias después medio NeP, C-
D. IM5E 8 dias, E-F. IB5E 8 dias después, G. IM5E después de 26 dias, H-I. IB5SE 1 mes
y 3 dias después, J-K. IASE 1 mes y 13 dias después, L-R. IB5SE 1 mes y 27 dias
después, S-U. IM5E 1 mes y 27 dias después, V- A.1. IASE 1 mes y 27 dias después.



6.3.3.2. Resultados inflorescencia inmadura
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En la Fig. 74 se muestran fotos de hojas de los explantes de ISE después de 4 meses,
los explantes estan bajo medio MS porque se esta probando la respuesta de este medio
de cultivo para el desarrollo de los embriones en unatesis en proceso que abarcara la
etapa final de la embriogénesis somética (desarrollo hasta plantula) y la
micropropagacion de Spathiphyllum sensation. A-C. Inflorescencia apical procedente de
medio ST-1 en medio MS, D-I. Inflorescenciaapical en medio ST-C 0%D, J. Inflorescencia
media procedente de medio ST-C 100%D en medio MS.

Fig. 74. Respuesta de IA e IM en medio MS después de 4 meses.
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En la Fig. 75 se muestran embriones germinados con hojas verdaderas después de 5
subcultivos. A-G. Inflorescencia basal en medio sélido MS, H-J. Inflorescencia media en
medio liquido MS.

Fig. 75. Embriones germinados con hojas verdaderas.
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A continuacion, se presentan las graficas de los parAmetros que se consideraron para
evaluar la respuesta morfogenética de Spathiphyllum sensation con la técnica de
embriogénesis somatica: tiempo de emergencia de la inflorescenciay medios de cultivo
ST-C y ST-I.

En la grafica 6 se muestran los tiempos de emergencia de las inflorescencias utilizadas,

para la Inf.1 el tiempo de emergencia fue de 0 meses mientras que para las otras de 2
meses de emergencia.

25

1.5

Meses

05

Inf.1 14D

Inflorescencias

Grafica 6. Tiempos de emergencia de las
inflorescencias.
Enla grafica 7 se muestran los dias en que las inflorescenciasInf.1e 14D permanecieron
en los medios de cultivo utilizados.
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Grafica 7. Dias totales en los que las inflorescencias
han estado en los distintos medios de cultivo (enero,
2024).
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6.4. DISCUSION

Se evaluaron los resultados obtenidos de las tres inflorescencias utilizadas. La primera
inflorescencia Inf.1 tuvo un tiempo de emergencia de 0 meses, mientras que las
inflorescencias de las plantas 4D y 5E se tomaron de 2 meses de emergencia, aunque
en general las inflorescencias se obtuvieron en un estado inmaduro para poder obtener
los embriones somaticos ya que un explante cominmente utilizado son los embriones
cig6ticos inmaduros asi como tejidos jévenes (Von Arnold et al., 2002; Ramirez, 2022),
porque este tipo de tejidos contienen una mayor concentracion de auxinasy citocininas
(hormonas que genera la planta naturalmente), por ello se aprovecha dicho potencial

para lograr obtener los embriones somaticos.

Ademas, se observé que el fendbmeno de oxidacion se presentd muy poco en las
inflorescencias en comparaciéon con los otros explantes utilizados y discutidos en
capitulos anteriores, por ello se utilizé este explante para obtener los embriones

somaticos. Esta reduccion puede deberse a que el tejido no estaba maduro y es poco
diferenciado.

Un embrion somatico nace de las células somaticas que se encuentran presentes en el
tejido vegetal pero no son parte de la linea germinal, a partir de estas células se forman
estructuras embrionarias que se desarrollaran y daran origen a los embriones somaticos
gue germinaran y formaran plantas, analogamente a lo que pasa con los embriones

cigoticos, este fendmeno se conoce como ES.

Como se menciono en la revision de literatura, la ES depende de factores bioldgicos
(especie, variedad y estado fisidlogico de la planta), quimicos (medios de cultivo y
principalmente reguladores de crecimiento) y ambientales (luz, temperatura, pH). Para
este trabajo la especie utilizada fue Spathiphyllum sensation especie perteneciente a la
familia de las Araceae unafamilia de plantas con flores e inflorescencia expuesta (Diaz,
2016), en esta familia la polinizacion de los frutos ocurre gracias a polinizadores
(Robacker et al., 1988; Knudsen etal., 2006; Dotterl y Vereecken, 2010, citados por Diaz,
2016), los polinizadores son frecuentemente escarabajos de la subfamilia Dynastinae

gue son atraidos por el aroma floral que se emite de forma simultanea con la produccion
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de calor (termogénesis) con unatemperatura de alrededor 32.4°C (Wagner et al., 2008),
por la inflorescencia durante la noche (Diaz et al., 2021), para el género Spathiphyllum
la polinizaciénocurre porla emisién de COVs (Hentrich etal., 2010). Los principales COV
identificados son terpenoides (mirceno, ipsdienol) y bencenoides aromaticos (acetato de
bencilo, eugenol, benzoato de metilo y salicilato de metilo), todos ellos conocidos como
potentes atrayentes de las abejas euglosinas macho (Gerlach y Schill, 1991; Hentrich et
al., 2010), estas abejas recogen los COVs y dan a cambio una esencia floral, aparte de
las abejas macho euglosinas las abejas sin agujén (Meliponini) también son
polinizadoresde las especies de Spathiphyllum aunque hay mas reportes de polinizacion
por abejas euglosinas (Diaz et al., 2021), dicho esto durante los riegos semanales a
Spathiphyllum sensation no se percibié perfume floral alguno asi que se considera que
no hubo polinizacion porque ademas las semillas que fueron aisladas de los frutos
maduros (Fig. 5) de la IMad5E no germinaron, esto conduce a que en realidad no eran
semillas porque para que surjan las semillas debié haber polinizacion (Diaz, 2016). Solo
se considera el hecho de la polinizacibn mediante polinizadores para esta especie y no
mediante autopolinizacion porque en este género la Unica especie que es autdgama es
Spathiphyllum grandifolium ya que sus fases sexuales se solapan y no se observan
visitantes florales (Diaz et al., 2019).

Con respecto a los reguladores de crecimiento (hormonas sintéticas), se utilizaron dos
tipos de auxinas: 2,4-D y Dicamba, este ultimo utilizado en concentraciones de (5 mg/l)
hasta (0 mg/l), siendo mas favorables los resultados para la concentracion de 0 mg/l
porque los embriones se desarrollaron hasta formar pequefios brotes como se muestra
en las Fig., 59 fotos E y F, Fig. 65 en las fotos E y F para la planta 3C a los 7 meses del
primer cultivoy en la Fig. 71. Los resultados mostrados en la Fig. 59 corresponden a los
de la Inf.1 y los de la Fig. 65 y Fig. 71 corresponden a la inflorescencia 14D

correspondiente a la IA4D de la planta.

El 2,4-D promueve la proliferaciéon y diferenciacién de células soméaticas (Morais et al.,
2023), sin embargo también puede impedir la regeneracion y/o producir embriones
somaticos anormales (Morais et al., 2023), aun asi, este es aplicado cominmente a los

medios de cultivo para desencadenar el proceso de ES a partir de varios tipos de
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explantes en muchas especies de plantas, incluyendo las coniferas (Fehér et al., 2003).
Se observd que en las inflorescencias 14D, Inf.1 los embriones quedaron inhibidos
después de 7 meses, esto pudo ser debido a la embriogénesis secundaria basandome
en la Fig. 53. Con respecto al Dicamba vs 2,4-D, Alvez y Oropeza, 2015 reportaron el
efecto de estas dos auxinas en cafiade azlcar y obtuvieron un promedio de 70.83% de
callo embriogénicoy por consiguiente de embriones somaticos en comparacion del 2,4-
D con el cual se obtuvo 62.08% de callo embriogénico, es por estas razones que el 2,4-
D fue cambiado por Dicamba para inducirla ES en la I5E que demostré de acuerdo a la

Fig. 73 tener unarespuesta mas rapida en la induccion de embriones en comparacion
con las inflorescencias anteriores.

La luz también fue un factorimportante ya que los cultivos de las inflorescencias primero
se colocaron en oscuridad porque Spathiphyllum sensation como se discutio en los
capitulos anterioreses unaespecie muy propensa al fenémeno de la oxidacion,entonces
la oscuridad reduce dicho fendmeno, porque de acuerdo con Von Anderkas et al., 2015,
en la etapa de maduracion los embriones sométicos en el tratamiento con luz tienen una
concentracion de fenoles significativamente mayor que los embriones en el tratamiento
de oscuridad. Igualmente, Mouaad et al., 2020 reportan que el cultivo de embriones

soméaticos maduros en la oscuridad dio lugar a unatasa de germinacion inferior (35%) a
la observada con un fotoperiodo de 16 horas.

Entonces, después de aproximadamente 1 mes las inflorescencias Inf.1, 14D e I5E se
pasaron a luz para lograr la diferenciacién celular en las inflorescencias, (en
concordancia con Von Anderkas et al., 2015), quienes encontraron que con un hibrido
de alerce (Larix X Marschlinsii) expuestoaluz, habia un promediode 384+ 40 embriones
somaticos en comparacion con los 316+ 53 embriones obtenidos en los tratamientos con
oscuridad. No obstante, en este mismo estudio menciona que no hubo un efecto
significativo de la luz sobre el nimero de cotiledones iniciados al nivel P= 0. 05. En los
tratamientos con luz hubo un promedio de 6.21+1.06 cotiledones/embriones en
comparacion con 6.31 +0.86 con la oscuridad. Se observé una diferencia de lotes

ligeramente significativa (P=0.0466), asi que considerando este resultado es posible que
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etapas posteriores de la maduracion de los embriones estos se cambien a oscuridad

nuevamente.

Como se observo en las figuras presentadas, la IA de las inflorescencias 14D e I5E fue
la zona de la inflorescencia que mas dio respuesta, sin embargo, no es debido a la zona
la mayor respuesta, sino que es debido a las hormonas que se encuentran en la planta:
citocininasy auxinas. Es sabido que las citocininasy auxinas se encuentran en todala
plantay Schalleret al., 2015 mencionan que las interacciones de estas hormonas en el
desarrollo de la planta son como “el yin y el yang” cuya respuesta a menudo se expresa
en patrones complementarios para dar destinos distintos a las célulasvecinas. La mayor
concentracion de auxinas se encuentra en la parte superior de la planta y disminuye
hacialas raices (PDBe, 2019), las auxinas son hormonas de crecimiento y estimulan la
diferenciacion de embriones somaticos, las auxinas son los reguladores clave del
crecimiento vegetal que controlan la ES, tanto cuando se utilizan de forma exégenaen
los medios de cultivo como cuando son activas a nivel celular (Sharma etal., 2007; Cook
et al., 1993). Segun Kawaharay Komamine, 1995, citados por Hazubska et al., 2020 las
auxinas agregadas al medio de cultivo estan implicadas en la expresion genética en las
primeras etapas de la ES, por ello se utiliz6 2,4-D, asi como Dicamba en el medio de

cultivo.
La explicacion de las figuras presentadas en resultados se enlista a continuacion:

Se puede notar en la Fig. 59 que los explantes de la Inf.1 después de 7 meses de
subcultivosy bajo el medio B5 (ST-C) comienzan a oxidarse como se muestran en las
fotos L-N, sin embargo, se obtuvieron embriones en estado globularcomo se muestra en
la foto I. De igual modo, el medio ST-C fue mejor que el ST-l ya que se observo que el

medio ST-I s6lo dio estructuras parecidas a frutos que se pueden observar en las Fig. 60
y 61, aunque también se observa la formacién de callo.

Parala 14D se observa en la Fig. 62 que el medio ST-I desarrolla la inflorescencia hasta
fruto, mientras que el uso del medio ST-C desarrolla estructuras embrionarias como se
muestra en las Fig. 63, en la Fig. 64 se muestra como se fueron formando los embriones
hasta estado escutelar, en la Fig. 65 se muestra el progreso de un pequefio brote a partir

de los 5 meses desde el primer cultivoen el medio ST-C 50%D, se nota que el desarrollo
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guedo inhibido hasta los 7 meses aun reduciendo la concentracion de Dicamba a 0%,
este mismo brote se observa en la Fig. 71. En la Fig. 66 se observan estructuras
pseudoembrionarias, asi como embriones a los 7 meses a partir del primer cultivo al

reducirla concentracion de Dicambaal 50% en el medio ST-C, las Fig. 63-66 representan
los resultados de la I1A4D.

En la Fig. 67 se muestra la respuesta de la 14D después de 1 mes de cultivo en medio
ST-l, se observa callo, embriones somaticos en estado globulary formacion de frutos,
siendo la formacion de callo y embriones somaticos provenientes de la inflorescencia
apical y los frutos de la inflorescencia basal.

En la Fig. 68 se muestra la formacion de hojas (Foto A) y de embriones sométicos en
estado coleoptilar (Foto D) en medio ST-C 50%D provenientesde lainflorescenciaapical
(IA4D) después de 3 meses del primer cultivo, mientras que para la IBM se formaron

embriones en estado globular en el medio ST-I.

En la Fig. 69 se muestra la formacion de hojas a partir de la IA4D después de 5 meses
del primer cultivo, asi mismo esto se muestra en la Fig. 69 con la formacién de hojas y
embriones somaticos en estado coleoptilar, estos resultados se observan en el medio
ST-C 50%.

En laFig. 73 se muestra cobmo se empiezan a formar los embriones en el medio ST-l a
partir de 1 mes y 27 dias del primer cultivo, lo cual se considera unarespuesta rapida
para la IS5E ya que ain no esta en el medio ST-C y ya se cuenta con esta respuesta, se

observa que todas las partes de la inflorescencia dieron embriones sométicos.

En la Fig. 74 se muestran hojas como respuesta de la ISE en medio MS después de 4
meses de la primera siembra.

En la Fig. 75 se muestran embriones germinados con hojas verdaderas, se observa una
mejor respuesta en los sembrados en medio solido que del medio liquido, ya que no hay
presencia de oxidacion y las hojas estan mas desarrolladas, esto puede deberse a que

en el medio liquido se dispersan con mayor rapidez los compuestos oxidativos.
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Como se puede observar en la grafica 7 las inflorescencias (Inf. 1 e 14D) estuvieron
sometidas durante el mismo tiempo en el medio ST-C 100%D (132 dias), siendo este el
tipo de medio con mayor namero de dias en el que estuvieron subcultivadas las
inflorescencias, esto debido a que se esperaba el desarrollo de embrionesy callo, lo cual
se obtuvo, pero como se describid en las figuras, lal4D obtuvoresultados mas favorables
a comparacion de la Inf.1. En cuanto al medio ST-C 50%D la 14D pasé un mayor tiempo
sometida (61 dias) a comparacion de la Inf.1 (26 dias) porque las inflorescencias
provenientes del medio ST-I ain no estaban tan desarrolladas como las de la Inf.1, por
ello se mantuvieron mas tiempo y se redujo el Dicamba ya que se esperaba que se
desarrollaran las estructuras pseudoembrionarias y por consiguiente las embrionarias,
mientras que en el medio ST-C 0%D la Inf.1 ha pasado un mayor tiempo (69 dias)
cultivada en este medio a comparacion de la 14D (34 dias), esto debido a que como se
muestra en las Fig. 65 y 71 ya se estaban formando pequefios brotesy hojasy se queria
gue proliferaran y se desarrollaran ain mas al reducir la concentracién de Dicamba al
0%. En cuanto al medio ST-I la Inf. 1 pasé un mayor tiempo (43 dias) bajo este medio a
comparacion de la 14D (28 dias) ya que su tiempo de emergencia de acuerdo a la grafica
6 fue menor que el de la 14D, entonces al momento en el que se dividio el lote de
inflorescencias en los medios ST-ly ST-C esta ya llevaba mas tiempo sembrada.

Entonces de acuerdo a las observaciones en las figuras y de acuerdo a las
inflorescencias empleadas podemos notar que la mejor respuesta se dio conlal4D y la
parte apical (IA4D) con la formacién de embriones, callo y hojas, la Inf.1 también dio un
pequefio brote, pero no proliferaron mas. Esto se debe a que la parte apical es la mas

inmadura, con un mayor namero de células que pueden regenerar la planta.

Conrespecto alaI5E se observa que hatenidounarespuestamas rapida a comparacion
de las inflorescencias 14D e Inf.1 porque se cambi6 el 2,4-D en el medio ST-I por
Dicamba, que coincide de acuerdoa lo quereportan Alvez y Oropeza, 2015 en su estudio

con cafia de azucar, ya que el Dicamba generd un mayor numero de embriones que el
2,4-D.

En otras especies de este mismo género como por ejemplo en Spathiphyllum wallisii

Regel se obtuvieron embriones somaticos secundarios (Eeckhautetal., 2004), usaron la
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inflorescenciay la desinfectaron con etanol al 70% y la desinfectaron con una solucién
de NaClO al 10%, en el medio usaron 2, 4-D y TDZ, dichos aspectos no estan alejados
alo que se uso en este trabajo exceptuando al TDZ ya que en este trabajo se utilizé BA.
Como coincidencia también se obtuvo embriogénesis secundaria. En otras especies
como Spathiphyllum ‘Supreme’ se utilizaron mayormente hojas y peciolos (Zhao et al.,
2012; Lakshmanan etal., 2011; Lekshmiet al., 2022) y en |la especie Spathiphyllum ‘Mojo’

el rizoma (Zhou et al., 2018) lo que resalta aln mas que las inflorescencias son poco
usadas para obtener embriones somaticos.

CONCLUSIONES

1. Para poder establecer los cultivos in vitro Spathiphyllum sensation se requiere
tener plantas bajo condiciones de invernadero y, se deberan someter a un
programa de fertilizacion y fitosanitario. Las plantas donadoras de explantes se
vieron estimuladas con los reguladores de crecimiento utilizados, asi como la
incorporacion del AGs logré estimular la emergencia de las inflorescencias.

2. Se logro disefiar un meétodo de desinfeccion para diferentes explantes de
Spathiphyllum sensation. El protocolo de desinfeccidén da inicio desde que las
plantas son traidas del invernadero, ya que se al separar los diferentes érganos
deben ser tratados con una solucién antioxidante y agroquimicos. Posteriormente
el protocolo se desarrolla en condiciones asépticasy, finalmente se mantiene los
explantesen medio liquido conteniendo antioxidantesy antibiéticosy antifungicos.

3. Despuésde utilizarvarias técnicas, se pudodemostrar que notodos los explantes
son eficientes para iniciarlos cultivos celulares invitro de Spathiphyllum sensation.
Se demostré que los mejores explantes para la obtencion de protoplastos fueron
segmentos de laminasfoliares, los cualesdeben permanecer en medios de cultivo
sélidos (ST-C) conteniendo sales inorganicas del medio B5 y suplementado con
los reguladores de crecimiento Dicamba, para inducir embriogénesis soméatica
directa e indirectay BA para estimularlas divisiones celulares. Para la obtencién
de la embriogénesis somatica, el mejor explante fue lainflorescenciainmaduray,

se logré primeramente cultivando segmentos de la inflorescencia primero en el
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medio ST-l y, posteriormente para la proliferacion de los embriones se pasaron al
medio ST-C.

Durante el desarrollo del presente trabajo vy, realizando unarevision bibliografica,
se concluye quelaplanta Spathiphyllum sensation presenta oxalatos de calcio por
lo que su oxidacién siempre fue unade las limitantes para el establecimiento de
los cultivos in vitro. Para resolver esta limitante, se utilizaron diferentes
antioxidantes, combinaciones y concentraciones, la mezcla fue acido citrico y
ascoérbico a razén de 100 mg/l, mas L-cisteina (1 g/l) y PVP — 40 000 a una
concentracion de 0.25 g/l. Esta combinacion resulto favorable adicionandola al
medio de cultivo como en los enjuagues durante la desinfeccion.

Se concluye que la mejor técnica para lograr la regeneracion de plantas de
Spathiphyllum sensation es la embriogénesis somatica y utilizando como
explantesinflorescenciasinmaduras siendola de mayor capacidad los segmentos
apicales. Cabe mencionar que no se pudo demostrar su capacidad organogénica
debido a que los explantes para organogénesis como fue el rizoma se oxidaron al
punto de no poder evaluar la respuesta morfogenética.

Se logro disefiarun medio de cultivo para inducir, multiplicary germinar embriones
somaticos. En el caso de lainduccion se logré en el medio ST-I, mientras que la
multiplicacion de los embriones se llevd a cabo en el medio ST-C. Para la
germinacioén de los embriones, se redujo el Dicamba al 50% y, posteriormente se
elimind.

Se determin6 que Spathiphyllum sensation es una especie recalcitrante bajo
condiciones in vitro.

Aun cuandonohaymuchainformacion sobre el usode inflorescenciasinmaduras,
para esta especie, resultd unabuenaalternativaparainducirembriones sométicos
y regenerar plantas. Cabe mencionar que, si bien la literatura recomienda tejidos
inmaduros, pero no se cuentacon informacion sobre inflorescencias inmaduras,
se demostré que tienen tiene totipotencia, y que la zona apical (la mas inmadura)
demuestra mayor capacidad embriogénica en comparacion con los segmentos

medios e inferiores.
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PERSPECTIVAS

Se recomienda:

1. Probar diferentes explantes como los meristemos o 4pices para inducir la
organogénesisy, si es necesario utilizar medios liquidos con puentes de papel
para evitar la concentracion de los fenoles.

2. Yaque se logré aislar protoplastos, asi como la obtencién de microcallosy callos,
se recomienda optimizar el protocolo en cuanto a: cantidad de explante (peso
fresco de las laminas foliares), tiempo de incubacion con las enzimas, siembra y
mantenimiento de protoplastos y microcallos en malla de nylon y no utilizar papel
filtro. También se recomienda so6lo hacer dos centrifugacionesy no tres ya que se
pierden una cantidad considerable de protoplastos, lo que puede provocar que no
crezcan rapido los microcallos por tener una densidad baja de protoplastos.

3. En cuanto a los cultivos de protoplastos, es importante hacer conteo de estos
utilizando una camara de Neubauer o hemocitdmetro, asi mismo determinar la
viabilidad de los protoplastos con una técnica de tinsion.

4. Parala maduraciéon de los embriones somaticos es importante probar ya sea AGs
o ABA 'y medios liquidos alternando con medios sdlidos, que puedan estimularla
germinacion de los embriones. Ademas, en esta etapa se recomienda pasar los

cultivos a oscuridad para evitar la alta oxidacion.
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ANEXOS

Anexo 1. Medios de cultivo y soluciones concentradas

Tabla 1. Medios que se probaron en el CAPITULO IV y CAPITULO VI, cantidades para un litro (1x)

CAPITULO IV CAPITULOVI
Brotes Inflorescencia
Medio ST-1 ST-2 | ST-A ST-C ST-l
(induccién) | (maduracion) | (induccion)

Componentes
Sales MS |-V 100%
Sales B5 |-V 100%
Sales N6 |-V 100%
Vit-R2 100%
Cock-22 (ml) 5 | 10 |
Cock-20 (ml) | 10
L-cisteina 1g
Prolina 2.59
Caseina hidrolizada | 100mg 200mg
Glicina 2mg
Adenina 1mg
2,4-D 2mg
ANA 1mg
AlB 0.05mg
Dicamba 5mg | 2.5mg
BA 7mg 3mg 0.5mg 0.3mg
AGs3 3mg
AA 100mg
AC 100mg
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PVP 0.25¢g
Sacarosa 309
pH 5.7
Gelzan 3.5¢g
Cefotaxima 250mg
Vancomicina 25 mg

Ketoconazol 50mg

Nistatina 50mg

Procedimiento para preparar medio de cultivo con antibiéticos y antifingicos: En un vaso de precipitados con 200
ml de agua deionizada estéril se vierten las soluciones anteriores en el siguiente orden: Sales del medio I-V, Vit-R2 o
cockteles, aminoéacidos en solucion, auxina, citocinina, posteriormente en una balanza analitica se pesan los aminoacidos
en reactivo asi como los acidos y en una balanza granataria digital la sacarosa, unavez pesados se afiaden uno por uno
esperando a que se disuelva cada uno para afadir el siguiente, se ajusta el pH a 5.7 utilizando NaOH o HCI de
concentraciones 0.1 N- 1N, posteriormente se afora a 1 litro y se vuelve a medir el pH, después se afiade el Gelzan
esparciéndolo en forma uniforme para evitar la formacién de grumos; se homogeniza el medio de cultivo durante 1 minuto;
posteriormente se colocaen el horno de microondas para que se disuelva totalmente por la temperatura tomando el tiempo
aproximado de 1 min/100ml (si se sirve afuera de la campana de flujo laminar) y si se sirve dentro de la campana basta con
poner 2 min/ll. Finalmente se saca el medio de cultivo del microondas, se homogenizaunavez mas; se tapa con papel
aluminioycinta;se colocadentro de la autoclave previamente precalentada. Se esteriliza durante 18 min,a unatemperatura
de 122°C y a unapresion de 1.2 kg/cm?. Pasado el tiempo de esterilizacion se espera a que baje la presiéon de la autoclave
a 0 kg/cm?, se saca el medio de cultivoy se sirve en la campana de flujo laminar en frascos estériles de la siguiente forma:

lavarse las manos muy bien; ponerse cofia, cubrebocas y bata; esperar a que baje la temperatura del medio con ayuda de
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la agitacion de una parrilla de agitacion, la temperatura éptima se considera cuando al poner el antebrazo en contacto con
el vaso de precipitados es soportable y no quema; se afiaden los antibiéticosy antifingicos con ayudade jeringas estériles;

esperar un poco a que homogenice el medio, servir en frascos estériles 12 ml de medio si son frascos chicosy 25 ml de

medio si son frascos estdndares, tapar frascos y etiquetar.

Tabla 2. Soluciones concentradas (100x) del medio de cultivo conocido como MS (Murashige y Skoog, 1962)

NOMBRE DEL COMPUESTO FORMULA 1L (g) 500 mL (g) | 250 mL (g) | 100 mL (g) | 50 mL (g)
Solucion I: NITRATOS
Nitrato de Potasio KNO3 190 95 47.5 19 9.5
Sulfato de Amonio (NH4)2S04 165 82.5 41.25 16.5 8.25
Solucion Il: SULFATOS
Sulfato de Magnesio MgS04.7H20 37 18.5 9.25 3.7 1.85
MnS04.4H.0 2.23 1.115 0.5575 0.223 0.1115
Sulfato de Manganeso
MnSO4.H,0 1.69 0.845 0.4225 0.169 0.0845
Sulfato de zinc ZnS04.7H,0 0.86 0.43 0.215 0.086 0.043
Sulfato de cobre * CuS04.5H,0 0.0025* 0.00125*| 0.000625%* 0.00025* | 0.000125*
Solucién Ill: HALOGENOS
CaCl2.2H20 44 22 11 4.4 2.2
Cloruro de Calcio CaClz.H>0 38.5 19.25 9.625 3.85 1.925
CacClz 33.2 16.6 8.3 3.32 1.66
Yoduro de Potasio KI 0.083 0.0415 0.02075 0.0083| 0.00415
Cloruro de Cobalto * CoCl.6H,0 0.0025* 0.00125* | 0.000625* 0.00025* | 0.000125*
Solucién IV: FOSFATO, ACIDO BORICO, MOLIBDATO
. KH2PO4.H,0 19.248 9.624 4.812 1.9248 0.9624
Fosfato de Potasio
KH2PO4 17 8.5 4.25 1.7 0.85
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K2HPO4 21.76 10.88 5.44 2.176 1.088
Acido bérico H3BO3 0.62 0.31 0.155 0.062 0.031
Molibdato de sodio* Na2Mo004.2H,0 0.025* 0.0125* 0.00625* 0.0025*| 0.00125*
Solucion V: QUELANTES
Sulfato ferroso FeSO4.7H.0 2.784 1.392 0.696 0.2784 0.1392
Na2EDTA C10H14N20gNa> 3.36 1.68 0.84 0.336 0.168
Na2EDTA.2H20 C10H14N208Na2.2H>0 3.724 1.862 0.931 0.3724 0.1862

*De una solucién concentrada de 0.025 g en 100 ml (de CuSO4 o de CoCl2) tomar una alicuota de:
*0.5 ml para preparar solucion madre 100x de un volumen de 50 ml
*1 ml para preparar solucion madre 100x de un volumen de 100 ml

*2.5 ml para preparar solucion madre 100x de un volumen de 250 ml

Tabla 3. Medio de cultivo conocido como MS (Murashige y Skoog, 1962)

NOMBRE DEL COMPUESTO FORMULA P.M. (g) CANTIDADES PARA UN LITRO (1X) EN:
MASA (mg) | MOLES (mM)
COMPUESTOS INORGANICOS
Macronutrientes
Nitrato de Potasio KNO3 101.108 1900 18.791
Nitrato de Amonio NH4NO3 80.04 1650 20.614
CaCl2.2H,0 147.02 440 2.993
Cloruro de Calcio CaCl2.H20 128.99 385.93 2.993
CaClz 110.99 332.08 2.993
Sulfato de Magnesio MgS04.7H.0 246.498 370 1.501
KH2PO4.H.0 154.086 192.48 1.249
Fosfato de Potasio KH2PO4 136.09 170 1.249
K2HPO4 174.2 217.6 1.249
Sulfato de Amonio (NH4)2S04 132.146 134 1.014
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Micronutrientes
Sulfato de Manganeso MnSO4.4H,0 223.0618 22.3 0.099
MnSO4.H20 169.01 16.7 0.099
Sulfato de Zinc ZnS04.7H20 287.54 8.6 0.0299
Acido Bérico H3BOs3 61.86 6.2 0.1002
Yoduro de Potasio KI 166.01 0.83 4.99x1073
Sulfato de cobre CuS04.5H,0 249.68 0.025 0.1uM
Molibdato de sodio Na2Mo04.2H,0 241.95 0.25 1.03uM
Cloruro de Cobalto CoCl2.6H-20 237.93 0.025 0.105uM
Sulfato ferroso FeSO4.7H20 278.028 27.8 0.1
Na2EDTA C10H14N20sgNa2 336.2 33.28 0.099
Na2EDTA.2H.0 C10H14N20gNa2.2H>0 372.3 37.3 0.099
COMPUESTOS ORGANICOS
AMINOACIDOS
Glicina C2HsNO2 75.07 |NO 0
VITAMINAS
Myo-Inositol CeH1206 180.2 100 0.555
Tiamina-HCI C12H17CIN40S.HCI 337.3 10 0.00296
Acido Nicotinico CeHsNO2 123.1 1 8.123x10°
Piridoxina-HCI CgH11NO3.HCI 205.6 1 4.864x103

Tabla 4. Soluciones concentradas (100x) del medio de cultivo conocido como B5 (Gamborg et.al., 1968)

NOMBRE DEL COMPUESTO FORMULA 1L(g) | 500 mL(g) | 250 mL (g) | 100 mL (g) | 50 mL (g)
Solucién I: NITRATOS
Nitrato de Potasio KNO3 250 | 125| 62.5]| 25| 12.5
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Sulfato de Amonio (NH4)2S04 13.4 6.7 3.35 1.34 0.67
Solucion Il: SULFATOS
Sulfato de Magnesio MgS04.7H20 25 12.5 6.25 2.5 1.25
MnS04.4H.0 1 0.5 0.25 0.1 0.05
Sulfato de Manganeso
MnSO4.H,0 1.31 0.655 0.3275 0.131 0.0655
Sulfato de zinc ZnS04.7H,0 0.2 0.1 0.5 0.02 0.01
Sulfato de cobre * CuS04.5H,0 0.0025* 0.00125*| 0.000625%* 0.00025* | 0.000125*
Solucién lll: HALOGENOS
CaCl.2H20 15 7.5 3.75 1.5 0.75
Cloruro de Calcio CaClz.H>0 13.156 6.578 3.289 1.315 0.657
CaCl2 11.32 5.66 2.83 1.132 0.566
Yoduro de Potasio KI 0.075 0.0375 0.01875 0.0075| 0.00375
Cloruro de Cobalto * CoCl;.6H20 0.0025* 0.00125*| 0.000625%* 0.00025* | 0.000125*
Solucién IV: FOSFATO, ACIDO BORICO, MOLIBDATO
NaH2P04.2H20 15 7.5 3.75 1.5 0.75
Fosfato de sodio NaH2P0O4.H;0 13.247 6.623 3.311 1.324 0.662
NaH2POq 11.51 5.755 2.8775 1.151 0.5755
Acido bérico H3BO3 0.3 0.15 0.075 0.03 0.015
Molibdato de sodio* Na2Mo004.2H,0 0.025* 0.0125%* 0.00625* 0.0025* 0.0012*
Solucion V: QUELANTES
Sulfato ferroso FeSO4.7H,0 2.11 1.055 0.527 0.211 0.105
Na2EDTA C10H14N20gNa> 2.55 1.275 0.6375 0.255 0.1275
Na2EDTA.2H20 C10H14N208Na2.2H.0 2.82 1.41 0.705 0.282 0.141




Tabla 5. Medio de cultivo conocido como B5 (Gamborg et al., 1968)

CANTIDADES PARA UN LITRO (1X) EN:

NOMBRE DEL COMPUESTO FORMULA P.M. (g) MASA (mg) MOLES (mM)
COMPUESTOS INORGANICOS
Macronutrientes
Nitrato de Potasio KNO3 101.108 2500 24.726
CaCl2.2H,0 147.02 150 1.02
Cloruro de Calcio CaCl2.H20 128.99 131.56 1.02
CaClz 110.99 113.2 1.02
Sulfato de Magnesio MgS04.7H.0 246.498 250 1.014
NaH2P04.2H,0 156.01 150 0.96
Fosfato de sodio NaH;P04.H,0 137.99 132.47 0.96
NaH2PO4 119.98 115.18 0.96
Sulfato de Amonio (NH4)2S04 132.146 134 1.014
Micronutrientes
MnS0O4.4H,0 223.0618 13.16 0.059
Sulfato de Manganeso
MnS0O4.H20 169.01 10 0.059
Sulfato de Zinc ZnS04.7H,0 287.55 2 0.00695
Acido Bérico H3BOs 61.833 3 0.048
Yoduro de Potasio KI 166.01 0.75 0.00451
Sulfato de cobre CuS04.5H,0 249.68 25ug 1.001x10*
Molibdato de sodio Na:Mo004.2H,0 241.95 250pg 0.001033
Cloruro de Cobalto CoCl2.6H20 237.93 25ug 1.05x10*
Sulfato ferroso FeSO4.7H,0 278 21.128 0.076
Na2EDTA C10H14N208Na2 336.2 25.55 0.076




Na2EDTA.2H,0 C10H14N208Na2.2H20 372.2] 28.28| 0.076
COMPUESTOS ORGANICOS
AMINOACIDOS
Glicina C2HsNO2 75.07 | NO | 0
VITAMINAS
Myo-Inositol CeH1206 180.2 100 0.555
Tiamina-HCI C12H17CIN40S.HCI 337.3 10 0.00296
Acido Nicotinico CsHsNO; 123.1 1 8.123x1073
Piridoxina-HClI CsH11NO3.HCI 205.6 1 4.864x103
Tabla 6. Soluciones concentradas (100 x) del medio de cultivo conocido como Ne (Chu et.al, 1972)
NOMBRE DEL COMPUESTO FORMULA 1L (g) 500 mL (g) | 250 mL (g) | 100 mL (g) | 50 mL (g)
Solucién I: NITRATOS
Nitrato de Potasio KNO3 283 141.5 70.75 28.3 14.15
Sulfato de Amonio (NH4)2S04 46.3 23.15 11.575 4.63 2.315
Solucidn Il: SULFATOS
Sulfato de Magnesio MgS04.7H20 18.5 9.25 4.625 1.85 0.925
MnS04.4H.0 0.44 0.22 0.11 0.044 0.022
Sulfato de Manganeso
MnSO4.H20 0.332 0.166 0.083 0.0332 0.0166
Sulfato de zinc ZnS04.7H,0 0.15 0.075 0.0375 0.015 0.0075
Solucién lll: HALOGENOS
CaClz.2H20 16.6 8.3 4.15 1.66 0.83
Cloruro de Calcio CaClz.H20 14.56 7.28 3.64 1.456 0.728
CaCl; 12.53 6.265 3.13 1.25 0.626
Yoduro de Potasio KI 0.08 0.04 0.02 0.008 0.004
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Solucién IV: FOSFATO, ACIDO BORICO

KH2PO4.H,0 45.14 22.57 11.28 4.51 2.25

Fosfato de Potasio KH2PO4 40 20 10 4 2

K2HPO4 51.04 25.52 12.76 5.104 2.552

Acido bérico H3BO3 0.16 0.08 0.04 0.016 0.008
Solucion V: QUELANTES

Sulfato ferroso FeSO4.7H,0 2.78 1.39 0.695 0.278 0.139

Na2EDTA C10H14N20gNa> 3.365 1.6825 0.84125 0.3365 0.16825

Na2EDTA.2H20 Ci10H14N20sNa2.2H.0 3.73 1.865 0.9325 0.373 0.1865

Tabla 7. Medio de cultivo conocido como Ne (Chu et.al., 1972)

CANTIDADES PARA UN LITRO (1X) EN:

NOMBRE DEL COMPUESTO FORMULA P.M. (g)
MASA (mg) MOLES (Mm)
COMPUESTOS INORGANICOS
Macronutrientes
Nitrato de Potasio KNO3 101.108 2830 27.98
Sulfato de Amonio (NH4)2S04 132.146 463 3.5
CaCl2.2H20 147.02 166 1.12
Cloruro de Calcio CaCl2.H,0 128.99 145.62 1.12
CaClz 110.99 125.3 1.12
Sulfato de Magnesio MgS04.7H20 246.498 185 0.75
KH2PO4.H20 154.086 451.45 2.93
Fosfato de Potasio KH2PO4 136.09 400 2.93
K2HPO4 174.2 510.406 2.93
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Micronutrientes

MnSO4.4H,0 223.0618 4.4 0.0197
Sulfato de Manganeso

MnSO4.H20 169.01 3.32 0.0197
Sulfato de Zinc ZnS04.7H,0 287.54 1.5 5.21uM
Acido Bérico H3BO3 61.86 1.6 25.86uM
Yoduro de Potasio Kl 166.01 0.83 4.999uM
Sulfato Ferroso FeS04.7H,0 278.028 27.8 0.097
Na2EDTA C10H14N20gNa> 336.2 33.65 0.1001
Na2EDTA.2H20 C10H14N20sgNa>.2H-0 372.3 37.3 0.1001
COMPUESTOS ORGANICOS
AMINOACIDOS
Glicina C2HsNO2 75.07 2 0.0266
VITAMINAS
Tiamina-HCI C12H17CIN40S.HCI 337.3 1 2.964x10™*
Acido Nicotinico CeHsNO; 123.1 0.5 4.062x1073
Piridoxina-HCI CsH11NO3.HCI 205.6 0.5 2.432x1073

Tabla 8. Compuestos organicos. Soluciones concentradas(100x) para preparar fitohormonas, glicina, adenina y

antioxidantes.

NOMBRE DEL COMPUESTO| ABREVIATURA FORMULA P.M.| CONCENTRACION (mg)
@
COMPUESTOS ORGANICOS
Auxinas? 100 ml 250 ml 500 ml
Acido 2,4-d.iclorofenoxiacético 2,4-D CsHesCl203 221 10 25 50
Acido a-Naftalenacético ANA C12H1002 186.2 10 25 50
Acido indol-3-butirico AlIB C12H13NO:> 203.2 10 25 50
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Acido 3,6-Dicloro-o-anisico | Dicamba | CsHsCl203 | 221 | 10 | 25 50
Cinetinas

6-Bencilaminopurina BAP C12H1:Ns 2253 | 10 25 50
Cinetina (6-Furfurilaminopurina) | Kin C10H9NsO 2152 | 10 25 50
6-(y-y-dimetilalilamino) purina 2ip C10H13N5s 203.2 | 10 25 50
Giberelinas

Acido giberélico | AGs | C10H2205 [ 3464 10 | 25 50
OTROS COMPUESTOS ORGANICOS Concentraciones
utilizadas

(6-aminopurina) Hemisulfato? Adenina CsHsNe 1/2H2S04 184.2 | 100 | 250 500
Acido aminoacético o Glicina C2HsNO:2 75.07 | 20 50 100
aminoetanoico

ANTIOXIDANTES

L-Acido ascorbico Vitamina C CsHsOs 176.1 | 50 | 125 250
Acido citrico HsCeHsO7 H20 210.146| 50 | 125 250

ILas auxinas disolverlas con unas gotas de NaOH 1N y agua caliente. Las citocininas disolverlas con unas gotas de HCI 1IN y agua caliente. La

giberelina disolverlas con agua tibia.

2La adenina se pesa en un vaso de precipitados y se le adiciona unas gotas de H2SO4 concentrado, después se le agrega agua deionizada y agua

caliente. La glicina y antioxidantes se disuelven con agua a temperatura ambiente.

Anexo 2. Vitaminas y coctele

S.

Tabla 9. Soluciones concentradas (100x) del coctel de vitaminas conocido como:

NOMBRE DEL FORMULA 11 500 ml 250 ml 100 ml

COMPUESTO ()] @) () (9)
Vitaminas R, (MS modificado)
Myoinositol CeH1206 10 5 2.5 1
Ac. Nicotinico CeHsNO:2 0.1 0.05 0.025 0.01
Piridoxina hidrocloride CsH1:NOs . HCI 0.1 0.05 0.025 0.01
Tiamina hidrocloride CsH17N4sOSCI . HCI 0.2 0.10 0.050 0.02
Vitaminas Coctel 20 (mezcla de aminoacidos, patente en tramite)
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Tabla 10. Soluciones concentradas (100x) de cock-22.

COCK - 22 Solucion concentrada 100 X
1 500 ml 250m| 100ml
Adenina 50mg |5.09 2549 1.25¢g 500 mg
Glutamina 50mg |5.0g 25¢g 1.25¢g 501 mg
Arginina 50mg |5.0g9 2549 1.25¢g 502 mg

Anexo 3. Preparacion de antibioticos.

Material utilizado para preparar antibiéticos o antifiungicos:

Mortero con pistilo

Caja Petri de vidrio

Tubo falcon

Espatula o bisturi del n°4
Pinzas

Agua deionizada estéril.

Jeringas de 5 y 10 ml.

Amoxicilina
Una pastilla de amoxicilina de 500 mg se disuelve en 10 ml. Todo debera
estar estéril para preparar la solucion.
Tomar 7ml/l.
Cefotaxima
Para 1 ampolleta de 1 g disolver en 4 ml de agua deionizada estéril.
Tomar 1 ml/l
Vancomicina
Para 1 ampolleta de 500 mg disolver en 10 ml de agua deionizada estéril.
Tomar 0.5 ml/l
Meropenem
Para una solucion de 100 ml:
1. Se pesan 150mg en balanza digital.

2. Se pasa el polvo con bisturi del n°4 a tubo falcon estéril.
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3. Se agrega 30 ml de agua deionizada estéril.
4. Se flamean boquilla y tapa del tubo falcon y se cierra

5. Se etiqueta. Tomar 2 ml/l.
Antifingicos:

e Ketoconazol
Disolver una pastilla de 200 mg en 20 ml de agua deionizada estéril.
Tomar 5ml/l.

e Nistatina
En campana pesar 0.42 g y disolver en 25 ml de agua deionizada estéril.
Tomar 3 ml/l.

e Terbinafina
Para una pastilla de 250 mg disolver en 25 ml de agua deionizada estéril.
Tomar 5 ml/l.

En los siguientes procedimientos se describen los pasos para la preparacion de
antifangicos, para la amoxicilina es un procedimiento similar ya que para la
vancomicina y cefotaxima so6lo se toma el agua deionizada estéril requerida
mediante una jeringa y se inyecta a la ampolleta.

Preparacion de ketoconazol:

Flamear boquilla de mortero.

Moler 2 pastillas de 200mg en mortero.

Con bisturi o espatula vaciar el polvo en un tubo falcon.
Agregar 20 ml de agua estéril en el mortero para quitar sobrante.
Agregar 20 ml de agua estéril en tubo falcon.

Flamear boquilla del tubo y tapa y cerrar.

N o g s~ NP

Etiquetar y guardar en refrigeracion.
Preparacion de nistatina:

1. Pesar 0.42 g de nistatinaen una caja Petri dentro de la campana.

2. Verter polvo con ayuda de unaespatula o bisturia un tubo falcon.
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Agregar 10 ml de agua estéril en el mortero para quitar sobrante.
Agregar 15 ml de agua estéril en tubo falcon.

Flamear boquilla del tubo y tapa y cerrar.

o g bk~ w

Etiquetar y guardar en refrigeracion.
Anexo 4. Obtencion de protoplastos

Tabla 11. Composicion del medio para los lavados de protoplastos CPW.

SOLUCIONES DEL MEDIO CPW

CANTIDAD SOLUCION 100 X (mg)
SALES (mg) PARA 1

L 1L 100 ml 50 ml
Solucioén I; Fosfatos

KN2PO4 27.2 2720 o72| 136
Solucién Il;: Nitratos

KNO3 101 10100| 1010| 990
Solucién lll; Sulfatos

MgS0a.7H20 246 24600 2460| 1230

CuS04.5H20 0.025 25 o025 0125
Solucién IV: Calcio

CaCl.2H20 1480 148000| 14800| 7400
Solucién V: Yoduro

KI 0.16 16 1.6 0.8

(Power et al., 1989)
Preparacion de medios de cultivo liquidos CPW.
Los pasos utilizados para su preparacién se enlistan a continuacion:

1. Medir volumen de las sales CPW para 600 ml. Afadir
150 ml de agua estéril.
2. Aforar a 300 ml y dividir en 3 matraces de 100 ml cada

uno.
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3. Agregar cantidad correspondiente de manitol para
CPW13My CPWIM.

4. Agregara CPW21S su sacarosa correspondiente.

5. Medir a cada medio liquido el pH=5.8

6. Aforar cada medio a 200 ml. Vaciar sin agitador en

matraces de 250 ml.
7. Esterilizar medios.

Calculos parala preparacion de enzimas:

Dado que se agregan 5 ml de enzimas, se deben agregar 2.5 ml de macerozyme
R-10y 2.5 ml de celulasa, esto se agrega a 25 ml de medio liquido CPW13M, dando

como volumen final 30 ml de solucién enzimética. Entoncesse tienen los siguientes
calculos para saber el peso de cada enzimay su preparacion por reglas de 3:

Macerozyme R-10: 20 g — 1000 mi
Celulasa: 5g—1000 ml
Cantidad de Macerozyme R-10 para 2.5 ml de enzima:

209 x30ml

Macerozyme R— 10 = 1000l - 0.6g

Macerozyme R-10: 0.6 g -2.5 ml
Cantidad de Macerozyme R-10 para 25 ml de medio liquido CPW13M.

0.6 g x25ml
25ml

Macerozyme R — 10 = 69

Macerozyme R-10: 6 g -25 ml
Cantidad de Macerozyme R-10 para 15 ml de medio liquido CPW13M.

6g x15ml

M R—-10= =3.6
acerozyme 25 ml g

Macerozyme R-10: 3.6 g -15 ml

Cantidad de Celulasa para 2.5 ml de enzima:
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5g x30ml

Celulasa = W =0.15 g

Celulasa: 0.15g -2.5 ml
Cantidad de Celulasa para 15 ml de medio liquido CPW13M.

0.15g><15ml_09
25ml 9

Celulasa =

Celulasa: 0.9 g -15 ml

Tabla 12. Sacarosa a diferentes porcentajes.

CANTIDADES PARA UN LITRO (1X) EN:

Porcentaje (%) 3 21

Sacarosa (g) 30 210

Tabla 13. Manitol a diferentes porcentajes.

CANTIDADES PARA UN LITRO (1 X) EN:

Porcentaje (%) 3 6 9 13

Manitol (g) 30 60 90 130

Rendimiento de protoplastos

El rendimiento de protoplastos se calcula de la siguiente manera:
Rendimiento total =n x5 X 103 x 10 (vol.enml) = 5n x 10*
(Power et al., 1989)

También otra férmula reportada es:

Numero total de células XVolumen total de células en suspensiom

Rendimiento total = - :
4xPeso del tejido de hoja (g)

(Mota et al., 2018)
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Anexo 5. Preparacion de antioxidantes y AgNOs
Preparacion de antioxidantes usados para protocolo de desinfeccion.

Pesar AAy AC 100 mg/l de cada uno.
Pesar L-cisteina 1g/l.
Medir 1 litro de agua deionizada estéril con probeta.

Vaciar el agua en 1 vaso de precipitado de 1 litro.

a M 0D PE

Agregar en parrilla de agitacion los antioxidantes uno por

uno, primero disolver la L-cisteina y luego los acidos.

6. Pasar la solucion antioxidante a un frasco estéril de 1
litro.

7. Esterilizar en autoclave durante 18 minutos.

8. En campana de flujo laminar agregar antibioticos ya

antifangicos.
Preparacion de AgNOs utilizado en protocolo de obtencidén de Protoplastos.

1. Pesar 10 mg/ 100 ml de AgNOs.

2. Esterilizar previamente un frasco ambar de 100 ml.

3. Filtrar en campana de flujo laminar 2 veces con
membranas de 0.22 um.

4. Envasar en el frasco estéril y etiquetar.
5. Flamear boquilla del tubo y tapa y cerrar.

6. Etiquetary guardar en refrigeracion.
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Anexo 6. Combinaciones de AA y AC comunmente utilizadas en CTV.

Tablal4. Combinaciones de AA y AC en el medio de cultivo y solucién en CTV.

Acido citrico Acido ascérbico Especie Aplicacidn Referencia
mg/1 mg1
25% Banano y plitano Al medio Gupta (1986)
50 Café Al medio Duhem ef al. (1988)
2.000 Cynodon transvaalensis En solucidn Qu v Chaudhury (2001)
x C. dactylon
50 - 100 En general Al medio Constabel (1984)
100 Mangifera indica Al medio Litz cf al. (1984)
500 Maytenus ilicifolia En solucidn Flores et al. (1998)
25 Musa AAB Al medio Utino ef al. (2001)
10 Musa balbisiana Al medio Afele y De Langhe (1991)
10 Musa spp Al medio Banerjee y De Langhe (1985)
1.250 ** Musa sp cv. Eanthali En solucicn Titowv ef al. (2006)
1.500 1.000 Musa textilis En solucidn Mante y Teppek (1983)
70— 140 Nicotiana tabacum Al medio Joy et al. (1988)
10 Parakmeria lotungensis Al medio Mengyun v Jingmin (2004)
10% 10#% Phicum pratense Al medio Guo et al. (1999)
150 150 Phoenix dactylifera En solucidn Tisserat et al. (1979)
100 Pistacia terebinthus Al medio Gannoun ef al. (1995)
100 Pistacia Vera Al medio Gannoun ef al. (1995)
10.000 Platanus eccidentalis L. Al medio Feng-jie et al. (2007)
75 50 Psidium guajava En solucidn Amin ¥ Jaiswal (1988)
75 50 Psidium guajava En soluecidn Pirela (2002)
10000 Ruscus hypophyllum En solucidn Ziv (1983)
300 Spondias purpurea Al medio Azofeifa (2007)
5-10 1 Triticum aestivien Al medio Trottier er ai. (1993)
1* Vicia faba Al medio Abdelwahd et al. (2008)
100 100 Vigna radiata En solucion Mathews (1987)

* Esterilizado por filtracion. ** Solucidn de Citrato de potasio:Citrato (relacicon 4:1 p/p).

(Azofeifa, 2009)
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