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REPORTE PAP

Presentacion Institucional de los Proyectos de Aplicacidn Profesional

Los Proyectos de Aplicacion Profesional (PAP) son experiencias socio-profesionales de los
alumnos que desde el curriculo de su formacion universitaria- enfrentan retos, resuelven
problemas o innovan una necesidad sociotécnica del entorno, en vinculacion (colaboracion)
(co-participacion) con grupos, instituciones, organizaciones o comunidades, en escenarios

reales donde comparten saberes.

El PAP, como espacio curricular de formacion vinculada, ha logrado integrar el Servicio Social
(acorde con las Orientaciones Fundamentales del ITESO), los requisitos de dar cuenta de los
saberes y del saber aplicar los mismos al culminar la formacion profesional (Opcion
Terminal), mediante la realizacion de proyectos profesionales de cara a las necesidades y

retos del entorno (Aplicacion Profesional).

El PAP es un proceso acotado en el tiempo en que los estudiantes, los beneficiarios externos
y los profesores se asocian colaborativamente y en red, en un proyecto, e incursionan en un
mundo social, como actores que enfrentan verdaderos problemas y desafios traducibles en
demandas pertinentes y socialmente relevantes. Frente a éstas transfieren experiencia de
sus saberes profesionales y demuestran que saben hacer, innovar, co-crear o transformar

en distintos campos sociales.

El PAP trata de sembrar en los estudiantes una disposicion permanente de encargarse de la
realidad con una actitud comprometida y ética frente a las disimetrias sociales. En otras

palabras, se trata del reto de “sabery aprender a transformar”.
El Reporte PAP consta de tres componentes:

El primer componente refiere al ciclo participativo del PAP, en donde se documentan las
diferentes fases del proyecto y las actividades que tuvieron lugar durante el desarrollo de

este y la valoracion de las incidencias en el entorno.



El segundo componente presenta los productos elaborados de acuerdo con su tipologia.

El tercer componente es la reflexion critica y ética de la experiencia, el reconocimiento de
las competencias y los aprendizajes profesionales que el estudiante desarrollé en el

transcurso de su labor.



Resumen

El PAP proliferacion de yemas axilares de Catharanthus roseus en diferentes solidificantes y su
aclimatacion con el uso de peroxido de hidrégeno, en el CIATEJ, Unidad Zapopan tuvo su inicio en
verano de 2023. Para éste se planted el objetivo de evaluar el impacto del tipo y la cantidad de
solidificante del medio de cultivo en la proliferacion de yemas axilares de C. roseus, y evaluar el
efecto del perdxido de hidrégeno en su aclimatacion. Se plantearon como objetivos especificos;
determinar el tipo de solidificante y la concentracion que favorezca la produccion de yemas y raices,
determinar la concentracion de peroxido de hidrégeno, el tiempo de exposicién, y frecuencia de

aplicacidn que favorezca la aclimatacion

Se prepararon medios de cultivo diferentes, utilizando concentraciones distintas de Agar, Phytagel, y
Bactoagar, y dependiendo del caso se agregaron reguladores de crecimiento para favorecer la
formacion de brotes o de raices. Se realizé la propagacion de yemas axilares de C. roseus y se llevaron
a cabo evaluaciones para comprobar el efecto de la composicion del medio en el crecimiento del
explante. Se dispusieron maltiples plantulas para su aclimatacion, aplicando a la mitad un tratamiento
por inmersion en soluciones de perdxido de hidrégeno a multiples concentraciones, y a la otra mitad

se le realizaron aplicaciones diarias por aspersion durante 7 dias.

Se encontro que al utilizar medios con mayor rigidez se promueve el alargamiento de tallo y hojas, y
la formacion de raiz, mientras que un medio semiliquido favorece la formacion de biomasa. Se
encontrd que la aplicacién repetida de la solucién de perdxido de hidrégeno dafia a la planta, pero a
una concentracion baja ayuda a evitar su deshidratacién. Se identificd que en el tratamiento por

inmersion, utilizar una concentracion mas elevada resulta mas efectivo.

1. Ciclo participativo del Proyecto de Aplicacion Profesional

El PAP es una experiencia de aprendizaje y de contribucion social integrada por estudiantes,
profesores, actores sociales y responsables de las organizaciones, que de manera colaborativa
construir sus conocimientos para dar respuestas a problematicas de un contexto especifico y
en un tiempo delimitado. Por tanto, la experiencia PAP supone un proceso en ldgica de

proyecto, asi como de un estilo de trabajo participativo y reciproco entre los involucrados.

El Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco,

(CIATEJ), busca brindar soluciones tecnoldgicas y humanas para auxiliar en la



competitividad de los sectores agricola, alimenticio, salud y medio ambiental. El proyecto
que se presenta seré desarrollado dentro de la Unidad de Biotecnologia Vegetal. Esta unidad
busca servir al sector agricola, agropecuario y agroindustrial por medio de la investigacion;
desarrollo; servicios tecnoldgicos y a través de la formacién de recursos humanos
especializados; todo con el propoésito de incrementar la competitividad e innovar en los

sectores antes mencionados.

Este proyecto busca respetar estos ideales por medio de los siguientes objetivos: evaluar el
impacto del tipo y la cantidad de solidificante del medio de cultivo en la proliferacion de
yemas axilares de Catharanthus roseus, y evaluar el efecto del peroxido de hidrogeno en la
aclimatacion de Catharanthus roseus. Estos objetivos buscaran cumplirse por medio de

desarrollo experimental, y para alcanzarlos sera necesario:

o Determinar el tipo de solidificante que favorece la produccion de yemas.

e Determinar la concentracion de solidificante que favorezca la produccion de yemas.

e Determinar el tipo de solidificante que favorece la produccion de raices.

e Determinar la concentracién de solidificante que favorezca la produccion de raices.

e Determinar la concentracion de peroxido de hidrégeno que favorezca la
aclimatacion.

e Determinar el tiempo de exposicion al peroxido de hidrégeno que favorezca la
aclimatacion.

o Determinar el efecto de la frecuencia de aplicacion de peroxido de hidrogeno en la

aclimatacion.

1.1 Entendimiento del ambito y del contexto

Los recursos naturales, incluidas las plantas herbaceas, que contienen una gran variedad de
fitoquimicos prometedores como medicina tradicional para tratar enfermedades cronicas e
infecciosas, se han considerado alternativas seguras y eficaces con menos efectos secundarios
en comparacién con los agentes sintéticos [1]. Entre la enorme cantidad de plantas
medicinales identificadas, Catharanthus roseus (C. roseus) cominmente conocida como:

Chatas, Chula, Pervinca de Madagascar, Vinca pervinca, Hierba doncella, Teresita, entre



otros; se ha utilizado ampliamente para tratar diversas enfermedades en muchos paises.
Aparte de sus propiedades medicinales, C. roseus se considera una planta ornamental muy
extendida debido a sus atractivos y variados colores de flor y a su excelente capacidad para
tolerar condiciones secas y de escasez de nutrientes [2]. La aplicacion de programas de
mejora genética ha dado lugar a un amplio espectro de colores de pétalos de flores, entre los
que se incluyen blanco, rosa, escarlata, naranja rojizo, melocoton y purpura, con ojos florales
de varios tonos como blanco, rojo, rosa, rosa intenso, amarillo palido y muchos maés [3]
(Figura 1).
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Figura 1. Fotografias de ocho variedades de Catharanthus roseus. (a) Patricia White (PW); (b) First
Kiss Polka Dot (FKD); (c) First Kiss Peach (FKP); (d) Experimental Rose Pink (ER); (e) Experimental
Deep Pink (ED); (f) Cooler Orchid (CO); (g) Victory Red (VR); (h) Blue Pearl (BP) [2].

Esta especie fue originalmente bautizada por el naturalista sueco Carl Linnaeus como Vinca
rosea, para posteriormente ser renombrada como Catharanthus roseus por el boténico
escocés George Don [4]. Es una planta herbacea perenne o anual o un pequefio subarbusto
con namero cromosémico diploide 2n = 16. Es originaria de la isla de Madagascar y
pertenece a la familia Apocynaceae [5]. EI género Catharanthus incluye ocho especies, de
las cuales siete (C. longifolius, C. coriaceus, C. roseus, C. lanceus, C. trichophyllus, C. ovalis
y C. scitulus) prevalecen en Madagascar y solo una, C. pusillus, es de la India [6]. Se cultiva
como planta ornamental en la mayoria de las zonas tropicales y subtropicales [7]. En la India,
C. roseus se distribuye a lo largo del Himalaya noroccidental y nororiental, los Ghats
occidentales, los Ghats orientales, la costa occidental, la costa oriental, la meseta central del
Decén y la llanura indogangética. Crece bien en las regiones templadas como planta anual y

prospera también con las heladas. Puede sobrevivir en estrés abiotico extremo debido a su



amplia adaptabilidad. Se distribuye en partes de Maharashtra, Gujarat, Madhya Pradesh,
Uttar Pradesh, Assam, Bihar, Karnataka, Andhra Pradesh y Tamil Nadu [8].

C. roseus crece en un rango de 80-100 cm de altura, y produce floracién a lo largo de todo el
afo. Debido a su sistema ramificado de raices pivotantes, se desarrolla bien en la sequia. El
tallo sublefioso, erguido, con ramificaciones profusas, de color pdrpura oscuro, rosa claro o
verde claro en la base [9]. Las hojas son de eliptico-ovadas a oblongas, y suelen encontrarse
en un rango de 2.5-9 cm de longitud y 1-3.5 cm de anchura [10]. Muestra hojas anchas,
reticuladas, de color verde oscuro y brillantes que se disponen de forma opuesta con un
peciolo corto y un nervio central. Los colores mas comunes para la floracién son: rosa
Ilamado "Rosea" y otro es "Alba" con flores blancas. El fruto consiste en un par de foliculos
alargados, paralelos o divergentes, con 10-30 semillas pequefias, cilindricas y oblongas, de

color negro [11].

Esta planta se ha utilizado como medicina tradicional en muchos paises. La hoja seca o la
planta entera se hierve con aguay luego el extracto se toma por via oral para tratar la diabetes
en el noreste de la India, Australia, Inglaterra, Tailandia, Natal, Mozambique, Filipinas,
Republica Dominicana, Jamaica, norte de Europa y Vietnam [12]-[14]. El extracto acuoso
de la hoja o la planta entera también es utilizado por los habitantes de las Islas Cook y
Vietnam [15], y por los keniatas como terapia complementaria y alternativa para varios tipos
de cancer, incluidos los de garganta, estomago y esofago [16]. En la tabla 1 se muestran

algunas de las aplicaciones tradicionales de esta planta:

Tabla 1. Usos tradicionales de C. roseus [17].

Parte Método de

utilizada Enfermedad Preparacion administracion Pais
_ La pl_anta entera se N 3 Tamil Nadu,
Planta Diabetes pulveriza y se mezcla Administracion oral India
completa, con leche de vaca.
hojas i i
: Diabetes Lahoja ZS:;erve con Administracion oral Noreste de India
Hojas Diabetes mellitus La hoja seca se s_gmete Administracion oral Norte de Europa
a una decoccion.
Hpja de Se hierven dieciocho
variedades . :
Diabetes, hojas en una tetera con . -
de flor . it . e Administracion oral Islas Cook
hipertension y cancer agua. La solucion fria
morada o .
se bebe a diario.
blanca




Se hierve toda la

Planta Garganta, estomago, planta con agua. Administracion oral

) . Kenia
completa  céncer de es6fago
Se muele la planta y se S
P y Aplicacion topica
aplica
. . . La raiz se seca al aire, - . e
Raices  Infeccidn urogenital ) Administracion oral Sudéfrica
se muele y se hierve.
. La raiz se hierve . ., Limpopo,
Raices Gonorrea . Administracion oral Pop
durante 20 minutos. Sudéfrica
Las raices trituradas se
Raices Estomago mezclan con una taza Administracion oral Zimbabue
de agua.
Diabetes, .
Planta ' i Se hierve toda la - L .
hipertension, Administracion oral Vietnam

completa planta con agua.

disenteria y cancer

De esta manera, las propiedades terapéuticas de esta planta se han estudiado a fondo para
apoyar las afirmaciones de sus valores etnomedicinales y su explotacion tradicional como
remedio. Durante investigacion fitoquimica, se han reportado un total de 344 compuestos,
incluidos alcaloides indol-monoterpénicos (MIA) (110), alcaloides bi-indolicos (35),
flavonoides (34), &cidos fendlicos (9) y componentes volatiles (156) en los diversos extractos
y fracciones de diferentes partes de la planta de C. roseus. Los extractos y compuestos
aislados de C. roseus presentan numerosas actividades farmacoldgicas, como

anticancerigenas/citotdxicas, antidiabéticas, antimicrobianas, antioxidantes y larvicidas [18].

Se ha descubierto que C. roseus contiene una serie de alcaloides con actividad
anticancerigena, como vinblastina, vincristina, vindolina, vindolidina, vindolicina,
vindolinina y vindogentianina [19][20]. Inhiben la proliferacion celular mediante el cambio
de la dinamica microtubular, lo que induce la apoptosis [17]. De ellos, la vinblastina y la
vincristina fueron los primeros agentes anticancerigenos derivados de plantas que se
utilizaron clinicamente [21]. El sulfato de vinblastina se ha utilizado para el tratamiento de
la enfermedad de Hodgkin, el linfosarcoma, el coriocarcinoma, el neuroblastoma, el
carcinoma de mama,pulmén y otros 6rganos en leucemias agudas y crénicas. El sulfato de
vincristina, una forma oxidada de la vinblastina, detiene la mitosis en la metafase y es eficaz
en el tratamiento de la leucemia aguda (en nifios), leucemia linfocitica, enfermedad de
Hodgkin, el tumor de Wilkins, neuroblastoma y sarcoma de células reticuladas [22].Varios

estudios han respaldado su efecto anticancerigeno mediante estudios in vitro en muchas

9



lineas celulares [23]. Se ha utilizado en el tratamiento del cancer testicular, la leucemia, el
cancer colorrectal y el linfoma [24]. En la Gltima década ha aumentado el uso de metabolitos
obtenidos de esta planta como medicamentos contra el cancer, con unos ingresos anuales de

25 a 300 millones de délares estadounidenses [25].

C. roseus se ha utilizado tradicionalmente como tratamiento para la diabetes en muchas
regiones del mundo. Existe evidencia de que el jugo de la hoja de C. roseus produce una
reduccion dependiente de la dosis en la glucosa sanguinea de conejos normales y diabéticos
[26]. El extracto metandlico de la planta entera de C. roseus mostro una eficaz actividad
antihiperglucémica, correlacionada con la mejora del peso corporal, el perfil lipidico y la
regeneracion de las células  del pancreas en ratas diabéticas [27]. En 2013, Tiong et al. [19]
investigaron las propiedades antidiabéticas in vitro de cuatro alcaloides puros: vindolina,
vindolidina, vindolicinay vindolinina aislados de la hoja de C. roseus mediante ensayos de
captacion de glucosa con 2-NBDG e inhibicion de PTP-1B, una enzima que regula
negativamente la via de sefializacion de la insulina. Los resultados corroboran la utilizacion
tradicional de C. roseus para el tratamiento de la diabetes y ponen de relieve que C. roseus

es una fuente potente para seguir explorando agentes antidiabéticos [17].

Se ha encontrado la aplicacion de metabolitos extraidos de C. roseus para el tratamiento de
la enfermedad de Alzheimer (EA). El tratamiento eficaz actual de la EA consiste en aumentar
los niveles de acetilcolina (Ach) inhibiendo la acetilcolinesterasa (AchE), una enzima
responsable de degradar la Ach en la hendidura sinaptica. Se ha demostrado que el extracto
acuoso de hoja, tallo y raiz de C. roseus inhibe eficazmente la AchE en un microensayo in
vitro [28]. Ademas, la serpentina, un alcaloide presente en la hoja, el tallo y la raiz de C.

roseus [24] mostré una fuerte actividad contra la AchE [29].

Finalmente, otro ejemplo de su posible aplicacion se encuentra en la cicatrizacion de heridas.
Se ha demostrado que los extractos etandlicos de la flor y la hoja de C. roseus poseen
actividad cicatrizante en ratas [30], como resultado de las propiedades astringentes y
antimicrobianas de los componentes bioactivos presentes en el extracto de C. roseus [31]. En
particular, el extracto de hoja favorecio la cicatrizacion de heridas en ratas diabéticas. Los
resultados coincidieron con los de Singh et al., que descubrieron que el extracto metandlico
de hoja de C. roseus aumentaba significativamente la contraccion de la herida en ratones
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diabéticos inducidos por estreptozotocina. La actividad cicatrizante de los extractos de C.
roseus es prometedora para superar la mala cicatrizacién de las heridas tipica de la condicion
diabética. Pues las personas que padecen esta enfermedad suelen cicatrizar las heridas de

forma muy lenta y puede durar semanas.

El inmenso valor comercial y potencial de la planta atrae la atencion de la industria
farmacéutica para aumentar la capacidad de produccion de metabolitos secundarios de la
planta [24]. Por eso, resulta muy importante mencionar que la biosintesis de los metabolitos
secundarios de la planta se ve fuertemente afectada por factores bidticos y abioticos. Se ha
descubierto que el estrés ambiental estimula la produccién de metabolitos secundarios,
incluidos los alcaloides, debido a la funcion protectora de la planta. Por lo tanto, méas estudios
in vitro e in vivo se centran en el aumento de las cantidades de estos compuestos mediante el
cambio de las condiciones ambientales tales como la luz, la salinidad, los tipos de suelo y

nutrientes, la sequia y el estrés por metales.

Misra et al. [32] encontraron que la salinidad (100 mM NacCl) estimulé la acumulacion de
alcaloides inddlicos en las hojas y raices de C. roseus. En un estudio por Binder et al. [33] se
encontrd que la luz UV-B estimul6 la producciéon de alcaloides en la raiz vellosa de C. roseus
debido a la estimulacion de la proteina quinasa. Ademas, se encontrdé que la biomasa y el
rendimiento de alcaloides en el cultivo de suspension celular de C. roseus aumentaban junto
con el aumento de nitrégeno total y fosfato a un pH adecuado del medio de cultivo de prueba,
porque el nitrégeno es un componente importante de los alcaloides, mientras que el fésforo
afecta la sintesis de alcaloides. Los niveles de terpenos aumentaron en las hojas verdes de las

plantas de tomillo en respuesta al estrés por sequia [34].

Debido a la importancia farmacéutica de la vinblastina y a sus bajas concentraciones en las
plantas, los investigadores de plantas han intentado mejorar la produccién de alcaloides de
varias maneras, incluyendo diferentes métodos celulares y tecnoldgicos [35]. Ademas, se ha
integrado un enfoque multidisciplinar global para mejorar la regeneracion mediante
organogénesis, embriogénesis somatica y embriogénesis cigético [36]. Se ha observado que
la produccion de vinblastina es muy baja (0,0005%), ya que se desconocen en gran medida

los mecanismos que controlan las vias biosintéticas indefinidas de la vinblastina. Se ha
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demostrado que la sintesis de metabolitos secundarios estd asociada a la organizacién de la

planta y a veces se localiza en un 6rgano/tejido concreto [2].

Asi pues, debido a todo el potencial farmacoldgico que posee C. roseus y a lo susceptible
que es a los factores bioticos y abioticos se decidid iniciar un proyecto en el que se buscara
comprobar el efecto del tipo de solidificante del medio, asi como su concentracion en la
proliferacion de brotes de C. roseus sembrados in vitro. De la misma manera, se comprobara
el efecto de esta modificacion del medio en la formacion de raices. Finalmente, se investigara
si exponer los explantes a perdxido de hidrégeno en su etapa de aclimatacion puede tener un
efecto benéfico o perjudicial. El proyecto, a pesar de tener su inicio durante el periodo de
verano 2023, aprovechara informacion obtenida por el estudiante de maestria Guillermo

Rosales, quien, a partir de 2022 se ha encontrado trabajando con C. roseus.

1.2 Caracterizacion de la organizacion

El Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco, A.C.
(CIATEJ) es un Centro de Investigacion que pertenece a la Coordinacion de Medio
Ambiente, Salud y Alimentacion del Sistema de Centros Publicos de Investigacion (CPI) del
Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnologia (Conahcyt). Desde hace mas de 40
afos realizan actividades de Investigacion, Desarrollo Tecnoldgico e Innovacion (I1+D+i),
ofrecen servicios tecnoldgicos y oportunidades de formacion de recursos humanos
especializados con programas de posgrado, maestrias y doctorados, ademas de
capacitaciones e iniciacién a la investigacion, como lo son las estancias y tesistas de pregrado
[37].

Su proposito es ofrecer soluciones tecnoldgicas y de capital humano que contribuyan a
mejorar la competitividad de los diversos actores sociales en los sectores agropecuario,
alimentos y bebidas, salud animal y humana, medio ambiente y energia sustentable. Cuentan
con personal experto en cada una de las lineas de investigacion del centro, asi como
infraestructura en laboratorios, plantas piloto e instalaciones especializadas, que se encuentra
a la disposicion de sus colaboradores a través de los proyectos y servicios tecnolégicos con

los que se encuentran trabajando [37].
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Dichos proyectos tienen la mision de impulsar el desarrollo sostenible de la sociedad,
mediante la generacion de conocimiento de vanguardia, la formacidn de talento especializado
y aplicacién innovadora de ciencia y tecnologia. Su vision como organizacién es fomentar el
conocimiento e innovacion tecnoldgica mediante el trabajo multidisciplinario que se lleva en
colaboracion con otros Centros Publicos, universidades e industria, tanto nacionales como

internacionales [37].

El CIATEJ cuenta con una sede principal: Guadalajara, y tres subsedes: Zapopan, Sureste y
Noreste. El proyecto que se documenta en este escrito se realizara en la subsede Zapopan, la
cual fue inaugurada en agosto de 2015 y se encuentra ubicada en Camino Arenero 1227, El
Bajio, Zapopan, Jalisco. Esta subsede cuenta con 3 unidades diferentes: Biotecnologia
Industrial, Tecnologia Alimentaria y Biotecnologia Vegetal; siendo esta Gltima la unidad en
la que se desarrollara el proyecto. A su vez, esta unidad se encuentra dividida en 4 grandes
lineas de investigacion: fitopatologia, mejoramiento genético vegetal, fisicoquimica y
biocompuestos, y micropropagacion de especies vegetales; siendo una vez mas esta Gltima
la sublinea que abarca el proyecto que se desarrollara [37]. A pesar de que por organizacion
la unidad se divide en estas lineas de investigacion, existen muchas areas en las que colaboran

unas con otras.

La Unidad de Biotecnologia Vegetal, por medio del uso de técnicas para el mejoramiento de
variedades de plantas en funcion de caracteristicas de interés agricola y de ornamentacion,
pretende servir al sector agricola, agropecuario y agroindustrial, incrementando sus ventajas
competitivas e innovadoras en los mercados globales actuales. Esta unidad es capaz de
obtener nuevos productos y modificar las caracteristicas de otros; aumentando su
productividad, volumen y resistencia a condiciones adversas generadas por distintos
estresores como: virus, hongos, sequias etc. [38]. La sublinea de investigacion
micropropagacion de especies vegetales, se enfoca en el uso de la propagacion in vitro de
especies vegetales como una herramienta muy importante para la produccion masiva de

plantas de interés comercial [38].
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1.3 Identificacion de la(s) problematica(s)

El proceso de propagacion comun de Catharanthus roseus suele implicar algunas
desventajas. Las semillas sembradas tardan alrededor de 10 dias en germinar y las plantulas
estan listas para el trasplante, aproximadamente 60 dias después, lo cual, dependiendo de la
aplicacion que se le busque dar, puede resultar en ciclos demasiado largos para la cantidad
de planta que se necesita [11]. En algunos casos también se utilizan esquejes de tallo o de
punta para la propagacion, sin embargo, se corre el riesgo de que la planta sea invadida por
algin patégeno [39]. La propagacion convencional suele implicar también ciertos
inconvenientes para la salud de las semillas, pues suele presentarse baja viabilidad y vigor
reducido de las semillas, asi como bajo porcentaje de germinacion [9]. Ademas, si se busca
conservar una cepa especifica, el entrecruzamiento natural, a largo plazo, comenzara a
producir variaciones genéticas que pueden afectar a la calidad y cantidad de fitoquimicos
deseables [9]. Por lo tanto, para satisfacer las demandas de los valiosos metabolitos
secundarios de esta planta, un método de propagacion clonal rapida en forma de propagacion

clonal in vitro es un requisito [40].

Desgraciadamente, en iteraciones previas realizadas en CIATEJ, este procedimiento ha
generado plantulas que presentan vitrificacion en las hojas, asi como morfologia anormal en
las mismas. Este comportamiento suele estar ligado a una excesiva humedad relativa, o a la
disponibilidad de agua en el medio de cultivo [41], motivo por el que se intuye que modificar
el solidificante del medio, asi como su concentracion, podria tener un efecto positivo en la
generacion de la parte aérea de la planta. Esta hipotesis se encuentra también sustentada en
el hecho de que un estudiante, durante el periodo de primavera 2023, preparé por error
medios de cultivo con una mayor concentracién de agar, lo cual gener6 que las plantulas que

fueron propagadas en este, manifestaran hojas aparentemente mas sanas.

Por otro lado, el éxito de una micropropagacién suele estar determinado por una buena tasa
de supervivencia de las plantulas en el suelo, o en macetas, posterior a su etapa de
micropropagacion in vitro, es decir, el éxito o el fracaso esta dictado por una adecuada
aclimatacion [42]. Existen varios procedimientos reportados para Catharanthus roseus,
como, Zarate et al. [43], quienes utilizaron suelo de turba de jardineria para la aclimatacion

de plantulas y observaron que el porcentaje de supervivencia era de aproximadamente 98%
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en condiciones de alta humedad en una cAmara de crecimiento. Junaid et al. [44] y Aslam et
al. [36] trasplantaron las plantulas a un sustrato conocido como Soilrite, el cual habia sido
previamente esterilizado, y posteriormente las transfirieron a una mezcla de Soilrite: arena
(1:1), antes de su transferencia final a suelo normal, lo que result6 en una supervivencia del
100% de las plantulas. A pesar de estos procedimientos existentes, se busca aprovechar un
mecanismo de las plantas, por medio del cual, en presencia de perdxido de hidrégeno, se
desencadenaran una serie de reacciones que culminan en el cierre de los estomas, lo cual se

plantea que tendré un efecto positivo en la aclimatacion de esta planta.

1.4. Planeacion de alternativa(s)

Una planta entera puede regenerarse a partir de un tejido u 6rgano adulto, una masa de callo
no organizado o incluso una sola célula en un proceso denominado regeneracion vegetal. La
regeneracion vegetal se refiere a la renovacion, reparacion o sustitucion fisioldgica de tejidos
en las plantas [45]. Para esto, se busca aprovechar la totipotencia o pluripotencia de las
células vegetales, pues esta es la base de la capacidad de regeneracion de las plantas. Es
importante aclarar, que la totipotencia se refiere a la capacidad de una célula para
diferenciarse en un individuo completo, mientras que la pluripotencia implica la
diferenciacion de un grupo especifico de tejidos u érganos a partir de una célula [46]. EXxisten
diferentes métodos para realizar el cultivo de tejido vegetal, sin embargo, este suele dividirse
en dos grandes grupos: cultivo de estructuras organizadas y cultivo de células desorganizadas
[47] [48]. Para la propagacién de C. roseus se han empleado distintos mecanismos [49]-[55].
Todos ellos tienen sus ventajas y desventajas, y su uso dependera del objetivo del proceso,
por ejemplo, si se busca favorecer la formacion de metabolitos secundarios, o si Unicamente

se pretende obtener mas material vegetal [56].

Como el proposito de este experimento es demostrar el efecto del tipo de solidificante, asi
como su concentracion en la formacion de raices y brotes, se decidio realizar la propagacion
por medio del cultivo de yemas axilares. Para lograr esto, se plantea disefiar el experimento
para posteriormente realizar la preparacion de los medios de cultivo propuestos, con ellos se

llevara a cabo la proliferacidén de yemas axilares; esta se dividira en dos partes, una que estara
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enfocada en la formacion de brotes y la segunda buscara la rizogénesis. A lo largo de las
semanas, se ejecutaran revisiones del avance en el crecimiento de estos explantes, y una vez
que estos estén lo suficientemente maduros se llevara a cabo su aclimatacion, introduciendo
el uso de perdxido de hidrégeno buscando aumentar la tasa de supervivencia, asi como
acelerar el proceso. Finalmente, con los datos recabados se realizaran andlisis estadisticos

para comprobar la relacion entre las variables alteradas y el desarrollo de C. roseus.

Disefio experimental:

El disefio experimental es el proceso de llevar a cabo una investigacion de forma objetiva y
controlada, de modo que se maximice la precision y se puedan extraer conclusiones concretas
sobre el enunciado de una hipotesis. Generalmente, el proposito es establecer el efecto que
un factor o variable independiente tiene sobre una variable dependiente [57]. Se buscara
delimitar cuales seran las variables independientes, los rangos en que estas seran
modificadas, asi como las repeticiones por experimento. También, se hard una rapida revision

del material disponible.

Proliferacion de yemas axilares de C. roseus:

Entre los métodos desarrollados para la micropropagacion de plantas, la proliferacion de
yemas axilares es el mas utilizado y también se considera el méas adecuado para garantizar la
estabilidad genética de las plantas regeneradas obtenidas. Para la propagacién clonal in vitro
rapida de plantas, las yemas axilares normalmente latentes se inducen a crecer en brotes
multiples mediante el uso de reguladores del crecimiento, citoquininas para la activacién y
brotacion de la yema axilar latente y la multiplicacién o combinaciones sinérgicas de
citocininas y auxinas para la multiplicacion de brotes [58]. Para lograr la propagacion de
yemas axilares se preparardn los medios de cultivo con las concentraciones de
macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, reguladores de crecimiento, y fuentes de
carbono adecuadas para C. roseus. Ademas, se preparan los medios alternando los tipos de

solidificantes, asi como las concentraciones de estos.

Una vez se tenga listo el material, se analizaran cultivos in vitro ya establecidos y disponibles
dentro de CIATEJ. Se analizaran los explantes, y se escogeran aquellos que presenten

numerosas yemas axilares. Dentro de campana de flujo laminar, y utilizando instrumentos
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esterilizados se procedera a realizar la division, y limpieza de las yemas axilares. Se
determinard un numero de yemas que seran plantadas por cada frasco con medio de cultivo,
y se llevaran los frascos sellados a una incubadora que proporcionara las condiciones ideales

de iluminacion y temperatura.

Se efectuardn revisiones constantes del estado de los distintos tratamientos, buscando la
aparicion de contaminantes, y registrando su evolucion. Pasados los primeros quince dias
desde la introduccién de los explantes, se realizara una revision a profundidad, en donde se
registrara la evolucion de las variables de respuesta, como: nimero de brotes, formacion de

raices, altura del explante, salud del explante, y formacion de callo.

Aclimatacion de explantes:

La transferencia y aclimatacién al entorno ex vitro es el paso final, pero con frecuencia el
mas peligroso, de un sistema de micropropagacion exitoso. El entorno especifico in vitro,
con un medio artificial normalmente provisto de azlcares, el crecimiento de las plantulas en
pequefios recipientes hermeéticos con una elevada humedad del aire, un bajo intercambio
gaseoso Y, por tanto, un déficit de CO2 durante casi todo el fotoperiodo, y la produccién de
etileno, induce alteraciones en el desarrollo de la planta y en su rendimiento fotosintético.
Tras la transferencia de in vitro a ex vitro, las plantas tienen que corregir las anomalias y

aclimatarse a los nuevos entornos en el invernadero y el campo [59].

Para lograr una correcta aclimatacién es necesario dotar a la planta de todas las condiciones
adecuadas para sobrevivir, pero en un menor nivel que cuando se encontraba in vitro. Por
ello se preparara sustrato con las proporciones adecuadas de material organico y mineral,
cuidando que este también tenga las propiedades adecuadas para una correcta filtracion del
agua, una buena acumulacion de la humedad, y la porosidad suficiente para que el explante
pueda desarrollarse correctamente. Este sustrato se esterilizara para reducir la carga
microbiana y se colocara en charolas de germinacion con tapas impermeables. Ya que se
tenga el material listo, se volverdn a seleccionar frascos con cultivos ya establecidos. Se

tomaran los explantes y se transferiran a los distintos alveolos de la charola.
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Debido a que se busca determinar el efecto del peroxido de hidrégeno en la aclimatacion de
C. roseus, se preparara una charola cuyos explantes seran sumergidos en distintas soluciones
de agua oxigenada previo a su introduccion en el sustrato. Se preparard una segunda charola
cuyos explantes seran plantados sin un tratamiento previo, pero que una vez se encuentren
en el sustrato serdn asperjados con soluciones distintas de peroxido de hidrégeno. Ambas
charolas seran llevadas a un cuarto de aclimatacion, que proporcionara las condiciones
necesarias de humedad, iluminacion y temperatura. Se realizaran constantemente revisiones

del estado de los explantes, y se realizaran anotaciones.

Andlisis estadistico:

Los métodos estadisticos pueden servir para realizar cualquier combinacién de tres posibles
tareas. La mas comun es la comprobacion de hipotesis, es decir, determinar si dos (0 mas)
grupos de datos difieren entre si con un nivel de confianza predeterminado. Una segunda
funcion es la construccion y el uso de modelos que puedan utilizarse para predecir los
resultados futuros de las interacciones quimico-biolégicas. Esto se ve m&s cominmente en
la regresion lineal o en la derivacion de algun tipo de coeficiente de correlacion. El ajuste de
modelos nos permite relacionar una variable (normalmente un tratamiento o una variable
"independiente™) con otra. La tercera funcion, la reduccion de la dimensionalidad, sigue
siendo menos utilizada que las dos primeras. Esta Gltima categoria incluye métodos para
reducir el nimero de variables de un sistema reduciendo minimamente la cantidad de

informacidn, lo que facilita la visualizacién y comprension de un problema [60].

Por ello, se realizara un analisis estadistico que permitira comprobar o negar la relacion entre
la salud y calidad de los explantes con el tipo de solidificante y su concentracién, asi como
la supervivencia de las plantas en aclimatacion y la concentracion de peroxido de hidrégeno

a la que se expondran.

En la tabla 2 se presenta el cronograma de actividades que se realizaran a lo largo del
proyecto. Se observa una descripcion breve de la actividad, los recursos tanto humanos, como
de materiales o de locacion que seran necesarios; el tiempo que cada actividad representara,

asi como las semanas en las que se tiene proyectado realizar cada procedimiento.
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Tabla 2. Cronograma de actividades durante el PAP
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Inmersion de explantes in
vitro en perdxido de
hidrégeno

Sembrado de plantas en
sustrato para aclimatacién

Aplicacion de perdxido de
hidrégeno con atomizador
a plantas en aclimatacion

Revision de explantes in
vitro

Conteo de brotes

Medicién de hojas y
tamafio de tallo

Andlisis estadistico

Presentacion del avance 4
al director

Presentacion final oral

TP
CR
SM

MLb

20

35

En la tabla 3 se muestran las abreviaturas utilizadas en la tabla 2, asi como su significado.

Tabla 3. Abreviaturas de los recursos utilizados en el cronograma de actividades.

Abreviatura

Recursos Utilizados

Significado

TC

TP

TD
SM
AC
CFL

Cl

Trabajo colaborativo, con otros comparfieros del
centro de investigacion.

Trabajo personal.

Trabajo con el Dr. Juvencio

Sala de usos multiples.

Autoclave.

Campana de flujo laminar.

Cuarto de incubacién
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CA Cuarto de aclimatacion
v Invernadero
FS Frascos de sembrado
CH Charolas para aclimatacion
MLb Material de laboratorio (Probetas, vasos de
precipitado, micropipetas, etc.)
MSb Material para el sembrado en campana (Pinzas,
bisturi, placa de cristal, etc.)
BT Bitacora
EC Equipo de computo
BA Balanza analitica
\Y Vernier
PL Planta de estudio.

1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora

Disefio del experimento:

Entre los temas importantes relacionados con el disefio experimental se incluyen la
formulacion de hipoétesis, el control experimental, la especificacién de variables
independientes y dependientes, la seleccion y asignacion de muestras o participantes a
condiciones, la recogida de datos y la seleccion de pruebas estadisticas validas [57].
Mediante una medicion y un control empiricos exactos y precisos, el disefio experimental
aumenta la capacidad del investigador para determinar relaciones causales y establecer
conclusiones causales. El disefio experimental, como subconjunto de la investigacion

cientifica, es un enfoque de investigacion popular y ampliamente utilizado.

La esencia del disefio experimental y quizd la razon mas importante por la que los
investigadores eligen disefiar y realizar experimentos es la precision con la que se puede
analizar la relacion entre variables y hacer que ese analisis sea lo méas objetivo posible [61].
De esta manera, el disefio experimental minimiza la ambigiiedad e intenta eliminar la

confusion. Un verdadero disefio experimental se basa en probar las relaciones entre variables;
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en términos generales, se controla una variable, la variable independiente, para medir su

efecto sobre otras variables dependientes.

Siguiendo pues, los fundamentos del disefio experimental se procedié a conversar con el
Doctor Juvencio con el objetivo de definir cuéles serian las variables dependientes e
independientes. Sin embargo, antes de poder establecerlas era necesario conocer que material
se encontraria disponible en el laboratorio, es decir, se buscaron los distintos tipos de
solidificantes de medio, para poder tomar una decision. Se encontraron 5 tipos de

solidificantes:

e Agar— Agar
e Bacto - Agar
e Phytagel.

o Gelrite.

e Agar de avena.

Una vez se contd con el material, se investigo acerca de su uso en el cultivo de tejidos vegetal.
Se encontré que todos menos el agar de avena suelen emplearse para la propagacion de
plantas [62], [63]. Con esta informacion se decidio que los solidificantes que se usarian para
el experimento, serian: Agar (Sigma-Aldrich®), Bactoagar (DIFCO®) y Phytagel (Sigma-
Aldrich®). Se descarté el uso del solidificante Gelrite debido a su baja disponibilidad, y a su
elevado precio. A continuacion se investigaron las concentraciones comunes de estos
reactivos en los medios de cultivo para plantas. Con esta informacion fue posible establecer
las variaciones que se harian en el experimento. Es importante mencionar que, debido a que
la mayoria de los medios para propagacion de C. roseus suelen hacerse con Agar (Sigma-
Aldrich®), las concentraciones base de los otros dos reactivos se obtuvieron de experimentos

que utilizan plantas similares, pero solidificantes distintos.

Es importante también mencionar, que, en el disefio del experimento original, Unicamente se
alternaban entre 3 concentraciones para cada solidificante, sin embargo, a las concentraciones
que se habian establecido para el Bactoagar (DIFCO®), el medio no gelificé completamente,
por lo que se decidieron conservar, pero se agregaron 3 variaciones mas en la concentracion.

En la tabla 4 se presenta el disefio experimental. En esta se presenta el nombre del
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solidificante, seguido por la concentracion en g/L que se agregé al medio. A continuacion se

asigna un codigo para cada uno de los tratamientos, y se presenta las 5 repeticiones que habré

por tratamiento, sumando un total de 60 frascos distintos.

Tabla 4. Disefio experimental: Efecto del tipo de solidificante y su concentracion en el desarrollo de C.

Tipo de solidificante Concentracion (g/L) Cadigo Frasco (#)
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De la misma manera, se disefid el experimento para la aclimatacion de C. roseus con
peréxido de hidrogeno. Debido a que este experimento surge de la hipétesis de que, la
presencia del peroxido de hidrogeno en la parte aérea de la planta, ayudara al cierre de los
estomas, evitando su deshidratacion [64], y de que no existen experimentos que hagan uso
de este mecanismo para C. roseus, aunado al hecho de que es la primera vez en CIATEJ que
se investiga este fendmeno, se establecieron concentraciones arbitrarias de agua oxigenada.
De esta manera, dependiendo del éxito o del fracaso de este experimento, se buscaran

explorar otras proporciones en el futuro.

La tabla 5 presenta las concentraciones porcentuales de perdxido de hidrégeno en una
solucion de agua destilada. Se observa también el tiempo de exposicion, asi como el
mecanismo de exposicion a las soluciones preparadas. Se establecié que habria 10 plantas

para cada tratamiento.
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Tabla 5. Disefio experimental: Aclimatacién de C. roseus con peréxido de hidrégeno

Método de Concentracion Tiempo de exposicion Repeticidn: Plantas
exposicion: (%) (min): #
0.01 2 No 10
0.05 2 No 10
Inmersion 0.15 2 No 10
0.20 2 No 10
0
(Control) NA No 10
1 vez al dia por 1
semana
1 vez al dia por 1
semana
- 1 I di 1
Aspersion 015 NA vez al dia por 10
semana
1 vez al dia por 1
0.20 NA 10
semana
0
(Control) NA No 10

Proliferacion de yemas axilares de C. roseus:

a) Preparacion de medio Murashige y Skoog

El cultivo de microorganismos en un medio de agar o en muchos otros medios complejos o

definidos es una préctica habitual que se realiza desde tiempos muy remotos. En la
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naturaleza, el suelo nutre a las plantas y les proporciona los nutrientes basicos para su
posterior crecimiento y desarrollo. Ademas de carbono, hidrégeno y oxigeno, las plantas
necesitan grandes cantidades de elementos denominados principales como: [Nitrogeno (N),
Potasio (K), Calcio (Ca), Fosforo (P), Magnesio (Mg) y Azufre (S)] con pequefias cantidades
de elementos menores [Hierro (Fe), Niguel (Ni), Cloro (Cl), Manganeso (Mn), Zinc (Zn),
Boro (B), Cobre (Cu) y Molibdeno (Mo)]. Estos 17 elementos son esenciales para el
crecimiento sano y vigoroso de las plantas, por lo que forman parte esencias y de de la
mayoria de los medios de cultivo de plantas. Sin embargo, algunos otros elementos, como:
Cobalto (Co), Aluminio (Al), Sodio (Na) y Yodo (I), también son esenciales para algunas
especies [56], [65].

Los medios de cultivo de tejidos vegetales proporcionan agua, minerales, vitaminas,
hormonas, reguladores del crecimiento, compuestos organicos y otros nutrientes deseables
para el posterior crecimiento y desarrollo de células o tejidos en la masa indiferenciada del
callo, ademés de proporcionar un pH deseable al sustrato y actuar como vertedero de
metabolitos secundarios [66]. Uno de los medios mas usados, y el que se utilizd como base
nutrimental para los cultivos realizados en este experimento, es el denominado, medio
Murashige y Skoog (MS), el cual fue reportado por primera vez en 1962. El medio MS se
desarrollé inicialmente para el tabaco y se formulé a partir del analisis mineral del tejido de
esta planta. La caracteristica significativa del medio MS es su altisima concentracion de
nitrato, Potasio y amoniaco. ElI medio MS es econdmico en comparacion con otros medios
como el de White. Favorece la organogénesis y la regeneracion de las plantas. Este se utiliza
para la micropropagacion, el cultivo de 6rganos, el cultivo de callos y el cultivo de células

en suspension [65], [66].

El medio MS puede adquirirse en multiples presentaciones, ya sea en polvo o en solucion
liquida. Debido a que en el laboratorio no se cuenta con ninguna de estas presentaciones, fue
necesario preparar una solucién stock desde cero, es decir, mezclando todas los componentes
individuales, a las concentraciones necesarias. En la tabla 6 se presentan las concentraciones
necesarias para preparar 1y 5 litros de solucion stock. Se especifica el segundo volumen pues

fue la cantidad que se prepard.
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Tabla 6. Solucion stock MS

Solucién Stock Concentraciéon (mL/L) Concentracién (mL/L) (5 litros)
Macronutrientes 100 500
Micronutrientes 50 250
CaCl,*2H,0 220 1100
Fe*EDTA 100 500
Vitaminas 100 500

Para preparar esta solucion stock de MS se tomo aproximadamente 1 litro de agua destilada
la cual fue depositado en una jarra de plastico con una capacidad de 5 litros. Dicha jarra se
colocd en agitacion sobre una plancha de agitacion, y se mezcl6 utilizando un agitador
magnético. Ya colocada la jarra se agregaron todas las soluciones stock presentadas en la
tabla 6, en el mismo orden que se ilustra. Una vez todos los volimenes se incorporaron se
tomo una probeta de 1 L y se procedio a medir el volumen que se tenia de solucién; se
registrd, y utilizando la misma probeta se agreg6 la cantidad necesaria de agua destilada para
completar 5 L. Una vez mas, se colocé en agitacion la solucion, y finalmente se dividio en
contenedores de plastico, algunos con 100 mL y otros con 800 mL (figura 2). Estos
recipientes se introdujeron a un congelador a una temperatura de -20 °C con el objetivo de

conservarlos.
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Figura 2. Solucién stock de MS dividida para su posterior uso.

A continuacion se presenta la composicion de la solucidn stock de macronutrientes (tabla 7),
micronutrientes (tabla 8), CaCl,*2H0 (tabla 9), Fe*EDTA (tabla 10), vitaminas (tabla 11).
Cada una de las soluciones fue preparada en un vaso de precipitado (volumen variable), en
agitacion sobre una plancha de calentamiento y agitacion. Se pesaron todos los componentes
y se fueron agregando en el orden presentado por cada tabla. Una vez se mezclaron todos los

elementos, y con ayuda de una probeta de 1 litro, se aforaron las soluciones a 1 litro con agua

destilada.
Tabla 7. Solucion stock de macronutrientes. Tabla 8: Solucién stock de micronutrientes
Compuesto Concentracién (g/L) Compuesto Concentracién (g/L)

NHsNO;3 165 H3sBO3 1.24

KNO; 190 MnSO4s*H20 3.38

MgSO4*7H,0 37 ZnS04*7H20 1.72

KH2PO4 17 KI 0.166

Na:MoO4*2H,0 0.05

CuSO4*5H,0 0.005

CoCl*6H,0 0.005
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Tabla 9. Solucion stock de CaCl,*2H,0 Tabla 11. Solucién stock de vitaminas.

Compuesto Concentracién (g/L) Compuesto Concentracién (mg/L)
CaCl,*2H,0 20 Tiamina HCI 10
Tabla 10. Solucién stock de Fe*EDTA
Piridoxina HCI 50
Compuesto Concentracion (g/L) myo-Inoasitol 10
Fe*EDTA 2.78 Acido nicotinico 50
Na,*EDTA 3.73 Glicina 200

b) Preparacién de medio para formacion de brotes.

Una vez se prepar0 el stock de medio MS, fue posible preparar el medio de cultivo para
formacidn de brotes de C. roseus. La composicion de este se ilustra en la tabla 12. Se puede
observar que el medio esta compuesto por 100 mL/L de MS como fuente de macro y
micronutrientes, vitaminas, y otros metales; sacarosa como principal fuente de carbono, y
brasinoesteroides (BA) y acido naftalenacético (ANA) como reguladores de crecimiento. Los
reguladores del crecimiento vegetal estimulan la division celular y, por tanto, regulan el
crecimiento y la diferenciacion de brotes y raices en explantes y embriones en cultivos
semisoélidos o en medio liquido [67]. En 1957, Skoog y Miller demostraron que el destino
del desarrollo del tejido regenerado de la médula del tabaco en cultivo podia ser dirigido por
las hormonas vegetales citoquinina y auxina [68]. Concentraciones elevadas de citoquinina
en relacion con la auxina producian brotes, mientras que se formaban raices cuando se
invertian las proporciones. El callo se formé a concentraciones hormonales 6ptimas para el
crecimiento del callo, pero no para la formacién de brotes o raices. La suplementacion de
reguladores de crecimiento para plantas 0 PGRs por sus siglas en inglés, en varios cultivos
conduce a la expresién de diferentes genes (factores de transcripcion) que regulan ain mas
las diferentes fases de desarrollo (regeneracion de brotes, raices o callos a partir de explantes

de raiz) en las plantas [69].
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En el caso de esta formulacién, se suplementa BA pues fomenta la germinacion, participa
en la inhibicién del crecimiento y desarrollo de las raices y fomenta la diferenciacion del
xilema. Por otro lado, se agrega ANA pues ayuda en la formacion de brotes adventicios,
promueve la divisién celular, fomenta la formacién y crecimiento de callos y también ayuda

en la inhibicidn de la elongacion radicular [65].

Tabla 12: Medio para formacion de brotes de C. roseus

Compuesto Concentracion
Medio MS 100 mL/L
Sacarosa 30 g/L
BA 2,5 mg/L
ANA 0.1 mg/L
Agente
o Tabla 4
solidificante

Se prepararon 3 litros de medio de cultivo. Para ello, se tomé un recipiente con una capacidad
de 4 litros, y se vertio 1 litro de agua destilada. Se colocé el recipiente en una plancha de
agitacion y se le coloco un agitador magnético. Se tomaron 3 botes de 100 mL previamente
preparados con concentrado de MS y se descongelaron en bafio Maria. Una vez estos se
encontraron en forma liquida se agregaron al recipiente y se dejé que todo se homogenizara.
En una balanza granataria se pesaron 90 g de sacarosa y se agregaron al recipiente en
agitacion. Una vez toda la sacarosa se encontraba disuelta, y con ayuda de una micropipeta
con capacidad de 200-100 pL, se agregaron 6000 uL de BA, y 300 uL de ANA. Se dejo que
todo se homogenizara y se retiré el recipiente de la agitacion. Con ayuda de una probeta de
2 litros se comprobé el volumen final de solucion dentro del recipiente. Se anotd dicho
volumen y se agregd la cantidad necesaria de agua destilada para obtener los 3 litros de medio
deseados. Se regreso todo el volumen al recipiente y se volvié a colocar en agitacion.
Finalmente con ayuda de un potenciometro previamente calibrado se realizdé una medicion
de pH. Utilizando HCI 1M e NaOH 1N se ajust6 para alcanzar un pH final de 5.8+0.02.
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Por otro lado, se pesaron todas las cantidades de solidificante definidas en la tabla 4. Estas
se colocaron en matraces de 500 mL (figura 3) a la espera de agregar la solucion liquida. Es
importante aclarar que el solidificante no puede incorporarse previo al ajuste de pH pues la
gelificacion podria dafiar el potenciémetro, por ello, es el Gltimo componente que debe
afiadirse. Con ayuda de la probeta de 2 litros se dividio el medio de cultivo en los 12 matraces,

agregando a cada uno 250 mL.

Figura 3. Matraces con solidificante

Una vez los matraces estuvieron preparados, se procedi6 a recolectar los frascos de cultivo
necesarios para este experimento. De acuerdo al disefio experimental de la tabla 4, serian
necesarios 60 frascos de cultivo, y sus tapas correspondientes. Ya con todo el material
preparado se decidid precalentar el autoclave que seria necesario para la esterilizacion del
medio de cultivo preparado. Este se precalento, pues tanto el Phytagel (Sigma-Aldrich ®),
como el Bactoagar (DIFCO) poseen poca elasticidad. Esto implica que, si el medio gelifica
una vez, previo a ser esterilizado, y es posteriormente sometido a las altas temperaturas del
autoclave; al quererlo gelificar por segunda vez, este habra perdido muchas de sus
propiedades, resultando en un medio casi liquido. Por ello, se precalienta el autoclave hasta
alcanzar una temperatura aproximada de 80 °C, y conforme se va repartiendo el medio en los
distintos frascos de cultivo, estos se irdn ingresando, evitando asi el enfriamiento del medio,

y por ende su gelificacion temprana.
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Previo a la distribucion del medio de cultivo en los distintos frascos, es importante realizar
un paso coloquialmente conocido como “licuar” el medio. Esto requiere que se ingresen al
microondas los distintos matraces con medio de cultivo y con el solidificante agregado. Este
sera encendido y se dejara correr hasta el medio comience a hervir, cuidando que las burbujas
que se generan no se desborden del recipiente. Una vez se observen los primeros hervores,
se detendra el microondas y con ayuda de un guante térmico se agitara el matraz, esto con el
objetivo de homogenizar el solidificante en toda la solucion, pues a temperatura ambiente
esto resulta imposible. Este proceso de hervir y agitar se repite 3 veces. Ya que el solidificante
se encuentre completamente disuelto se comenzara a verter el medio en los distintos frascos
de cultivo, buscando agregar aproximadamente 50 mL a cada recipiente. Una vez se termind
el llenado, se colocaron las tapas de los frascos, cuidando que estas no quedaran herméticas,
y se introdujeron al autoclave. Este proceso se repitio para cada uno de los frascos. Ya que
todos los recipientes se encontraron dentro del autoclave, esta se programo para que realizara

una ciclo de esterilizacion de 15 minutos a 121 °C (figura 4).

Figura 4. Autoclave programada para esterilizacién.

Terminado el ciclo, se retiraron los frascos del autoclave, y utilizando papel Kleen Pack se
sellaron las tapas, y se acomodaron los frascos en las charolas con las que serian

transportados a las campanas de flujo laminar (figura 5)
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Figura 5: Frascos con medio de cultivo.

c) Preparacion de medio para formacién de raices.

En la tabla 13 se presenta la composicion del medio de cultivo para enraizamiento. La Unica
diferencia que hay con el medio previamente presentado, son los PGRs, pues para esta
segunda formulacion se incorpora el uso de acido indolacético (AlA). EI AlA parece mediar
en el crecimiento asimétrico de raices y brotes por su efecto sobre el aflojamiento de la pared
en las células epidérmicas (o periféricas), que se cree que regulan la tasa de crecimiento de
la extension en los 6rganos axiales [70]. Con este regulador, se busca favorecer la formacion

de raices.

Tabla 13. Medio para formacién de raices de C. roseus

Compuesto Concentracion
Medio MS 100 mL/L
Sacarosa 30 ¢/L
AlA 2 mg/L
Agente
o Tabla 4
solidificante
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Para la preparacion de estos frascos, se siguid el mismo procedimiento que en la seccién
anterior, con la diferencia de que se omitié la implementacién de ANA y BA, y se
sustituyeron por AIA. Los matraces preparados (figura 6) y los frascos con medio (figura 7)

se muestran a continuacion.

Figura 7. Frascos con medio para enraizamiento
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c) Sembrado de yemas axilares de C. roseus.

Para llevar a cabo la propagacion de yemas axilares se seleccionaron frascos de cultivo con
explantes previamente establecidos de C. roseus (figura 8). Estos se seleccionaron en funcién
de estimar la presencia de multiples nodos axilares. Ademas, se favorecié el uso de frascos
que tuvieron mas de dos meses de ser plantados, pues de no presentar contaminacién, pueden
considerarse estériles. Ya con el material vegetal listo, se esterilizaron en el autoclave pinzas
para cultivo, un mango de bisturi y una placa de aluminio. Mientras el material salia de la
esterilizacion, se prepard la campana de flujo laminar limpiando todo con alcohol al 70% y
se encendio la luz UV durante 20 min.

Figura 8. Frascos seleccionados para la propagacion.

Pasado el tiempo, se introdujo el material estéril, asi como los frascos de cultivo, y los frascos
con el material vegetal a propagar. Se encendié el mechero de alcohol, se vertié alcohol al
96% sobre el mango del bisturi, las pinzas y la placa, y se flameo para terminar de garantizar

la esterilidad de los materiales. Todo el material se observa en la figura 9.
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Figura 9. Zona de trabajo para la propagacion de C. roseus.

Una vez flameado el equipo este se dejé enfriar con el objetivo de no dafiar a las plantas con
las que se trabajaria. Una vez las pinzas pudieron ser tomadas sin que estas quemaran se
procedio a extraer uno de los explantes. Y se colocé sobre la placa (figura 10). Con cuidado,
y utilizando las pinzas y el bisturi se retiraron todas las hojas del explante, y se dividieron
entre las multiples yemas axilares. Estas se tomaron teniendo cuidado de no dafar el tejido,

y se introdujeron en el medio de cultivo (figura 11). Se colocaron 2 yemas axilares por frasco.

N

Figra 10. Yemas en medio de cultivo

oy
Figura 11. Explante de C. roseus
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Este proceso se repitié para los 120 frascos. Una vez todas las yemas se sembraron en el
medio de cultivo, se sellaron los frascos utilizando Kleen Pack. Finalmente, los frascos
fueron transportados a un cuarto de incubacién, en donde se mantuvieron con condiciones de

16 horas de iluminacion y 27 + 2 °C de temperatura (figura 12)

Figura 12. Frascos en cuarto de incubacién.

Es importante mencionar que los frascos que contienen medio para enraizamiento no fueron
sembrados hasta 2 semanas después que los que contienen medio para la propagacion de
brotes.

c) Revisiodn de frascos.

Se realizaron revisiones cada 2 dias de los frascos sembrados, en busqueda de contaminacion
o de algiin comportamiento anormal. Pasados los primeros 15 dias de crecimiento, y a los 30
dias del inicio de la propagacién, se llevaron a cabo revisiones mas extensa de los
tratamientos que promovian la formacion de brotes. Para ello se asignaron nimeros a cada
uno de los frascos de los distintos tratamientos, y se colocé una distincién para cada uno de
los dos explantes que se encontraban en cada frasco. En esta evaluacion se realiz6 un conteo
de hojas, se estimo la altura del explante, se identifico si el explante aparentaba buena salud,
y si se habia presentado formacion de callo. Para estos dos tltimos se utiliza el codigo de “1”

como respuesta afirmativa y “0” como negativa. Para poder considerar una hoja como
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“valida” para el conteo, esta debia tener un largo mayor a 2 mm. En caso de que esto no se
cumpliera, se consideraba como que el explante no habia desarrollado hojas adultas. En la
tabla 14 se ilustra el formato utilizado para esta revision, donde “Tn” representa el

tratamiento “n”, donde este valor puede irde 1 a 12.

Tabla 14. Revision de frascos (Formacion de brotes).

Altura aproximada
(cm)

P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2

Frasco NUmero de hojas Formacion de callo Vive 0 muere

Tratamiento

1
2
Tn 3
4
5

1 3T 77 I 77 S _—— 17 Bactoagar 670
: " P = Al o A

.
- -

Figura 13. Revision de frascos para la formacion de brotes de C. roseus.

Este proceso se repitié en los frascos con medio para la formacién de raiz, sin embargo,
debido a que estos explantes fueron sembrados 15 dias después que los anteriormente

reportados, la revision fue mas limitada, y solo pudo realizarse en una ocasion. Para esta

38



revision unicamente se report6: formacion de callo, estado de salud y ndmero de raices

formadas. El formato de la tabla utilizada se observa a continuacion.

Tabla 15. Revisién de frascos (Formacidn de raiz).

Frasco NUmero de raices Formacion de callo Vive 0 muere

) P1 P2 P1 P2 P1 P2

Tratamiento

Tn

[ I N N

Figura 14. Revision de frascos para la formacion de raices de C. roseus.

Para la segunda revision de los frascos para formacion de brotes, se introdujeron pruebas de
caracter destructivo, es decir, los explantes se extrajeron de los frascos de cultivo y se
manipularon fuera de campana de flujo laminar. Estas pruebas solo se realizaron para 2
frascos de cada uno de los 12 tratamientos; estos se seleccionaron buscando aquellos
explantes que fueran mas representativos de lo observado en su respectivo tratamiento. Los
parametros que se obtuvieron se presentan en la tabla 16. Se obtuvo la masa para cada uno
de los explantes (Figura 17), y con ayuda de un Vernier se midio el grosor del tallo; y el largo
y ancho de sus hojas (Figura 16). Ademas, se realiz6 una memoria fotogréafica de los distintos

tratamientos (Figura 15).

Tabla 16. Revisién destructiva de frascos para la formacion de brotes de C. roseus.

Grosor del tallo Largo de hoja Ancho de hoja
Frasco (mm) (mm) (mm)

# P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2

Masa (g)
Tratamiento

1

Tn
2
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Figura 17. Pesaje de explantes Figura 15. Memoria fotografica  Figura 16. Medicién de explantes
de explantes

Aclimatacion con peroxido de hidrégeno:

Los estomas son estructuras porosas especializadas formadas por dos células protectoras que
rodean un poro. Los estomas estan presentes en la parte aérea de las plantas, y su funcion es
mediar el intercambio de gases y vapor de agua entre las plantas y la atmosfera. Intervienen
en la absorcion de CO; para apoyar la fijacion fotosintética del carbono y regular la tasa de
transpiracion para controlar el estado hidrico de la planta [71]. El poro estomatico es también
un importante punto de entrada para los patdgenos de las plantas [72]. EI movimiento est&
regulado por las células protectoras a través de complejas vias de sefializacién molecular que
modifican la turgenciay el volumen de las células protectoras, ajustando asi con precision el
tamafio de los poros estomaticos. Cuando se estimula el estrés, la produccion de perdxido de
hidrégeno (H20>) en los apoplastos y su acumulacién en las células protectoras son factores
determinantes para el cierre estomatico. Los mecanismos reguladores de la produccion vy el
transporte de H2O> en los estomas durante la interaccion planta-patdgeno y la respuesta al
estrés por sequia son importantes campos de investigacion. En concreto, la regulacion de las
oxidasas NADPH vy las acuaporinas parece ser crucial en el cierre estomético controlado por
el H20.[73].
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Buscando imitar la acumulacion de peroxido de hidrégeno en las células protectoras, se
disefié un protocolo de aclimatacion que se aprovecharia de este mecanismo para evitar tanto
la deshidratacién de los explantes de C. roseus asi como su contaminacion por algun tipo de
patégeno. El disefio experimental se observa en la tabla 5; ahi se aprecia que el experimento
se dividid en dos grandes grupos: para el primero, se realizé una unica aplicacion de perdxido
de hidrégeno durante el sembrado de los explantes en sustrato, y para el segundo, se
realizaron aplicaciones diarias de las distintas soluciones de peréxido de hidrogeno y agua,

con ayuda de un atomizador. Esto se observa en las figuras 18, 19 y 20.

Figura 18. Inmersion de Figura 19. Inmersion de Figura 20. Aspersion de
explantes en H;O, (Segunda explantes en H;O. (Primera explantes en aclimatacion con
aclimatacion) aclimatacion) solucion de H;0;

Se prepararon 300 mL de cada una de las distintas soluciones de peréxido de hidrégeno,
partiendo de una solucion madre de H2O- al 3%. La composicion de estas disoluciones se

muestran en la tabla 17.

Tabla 17. Preparacion de 300 mL de soluciones de peréxido de hidrégeno.

Concentracién N Agua destilada (mL)
) Solucion de H20; al 3% (mL)
0

0.01 1 299
0.05 5 295
0.15 15 285
0.20 20 280
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Control 0 300

Para realizar la aclimatacion fue necesario prepara el sustrato adecuado. Inicialmente se
siguio la formulacion mostrada en la tabla 18, sin embargo, debido a su elevada carga
organica, se favorecié el crecimiento de una especie de hongo patogeno, el cual infecto a la
mayoria de los explantes, culminando con su muerte. Debido a esto, se decidio preparar un
segundo sustrato, su composicién se observa en la tabla 19. Este segundo sustrato se compone
unicamente por un tipo de piedra conocido como “perlita”, este tiene la capacidad de retener
de manera adecuada la humedad, y debido a su origen mineral, la carga microbiana y fungica

son minimas.

Tabla 18. Composicidn de sustrato para aclimatacion (Primera aclimatacion)

Compuesto Porcentaje (%)
Turba 40
Vermiculita 40
Tierra de hoja 20

Tabla 19. Composicion de sustrato para aclimatacion (Segunda aclimatacion)

Compuesto Porcentaje (%)

Perlita 100

Una vez se tuvieron todos los componentes del sustrato mezclados, y almacenados en una
caja de metal, se procedié a humedecerlo y a introducirlo al autoclave, con el objetivo de

minimizar la carga de microorganismos que pudieran resultar antagdnicos (como lo fueron
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los hongos patdgenos) (Figura 21). Se esterilizaron ambos sustratos durante 15 minutos a 121

°C. Una vez termind el tiempo, se retiraron del autoclave, y se dejaron enfriar.

Figura 21. Sustrato en autoclave.

Una vez el sustrato se encontrd a temperatura ambiente se distribuy en los distintos alveolos
de una charola de germinacion de 5 x 10 pocillos (Figura 23). De la incubadora se tomaron
frascos que tuvieron un periodo minimo de 3 meses de crecimiento. Se extrajeron los
explantes, se enjuagaron con agua de la llave, y se cort6 el callo a los que lo tuvieran. Se
separaron los brotes para tenerlos de forma individualizada y se dejaron reposando en agua
para evitar la deshidratacion (Figura 22). Se tomaron 10 explantes por cada una de las
distintas concentraciones de H.O; y aquellos que serian inmersos se dejaron sumergiendo
durante 2 min. en su respectiva solucion. Una vez pasado el tiempo se retiraron de la solucién,
se les agregd “Rooting” el cual es un enraizante, y se introdujeron al sustrato. Para el segundo

intento de aclimatacién se omitié el uso de enraizante.

Figura 23. Charola de aclimatacion. Figura 22. Proceso de sembrado
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Finalmente, se etiquetaron las charolas y se introdujeron al cuarto de aclimatacion, el cual
tiene una temperatura establecida de 27+2 °C, y debido al riego constante del resto de las

plantas almacenadas, conserva una humedad relativa alta (Figura 24).

Figura 24. Cuarto de aclimatacion.

Andlisis estadisticos:

La estadistica y el disefio experimental son herramientas importantes para el biotecn6logo
vegetal y deben utilizarse al planificar y realizar experimentos, asi como durante el analisis
y la interpretacién de los resultados [74]. La mayoria de los proyectos de investigacion se
inician para resolver un problema. Para ello, se planifican y disefian experimentos con la
esperanza de encontrar algin tratamiento que resuelva el problema. Los investigadores
utilizan un enfoque légico y gradual para la resolucién de problemas. Se examina la
bibliografia publicada para adquirir conocimientos de experiencias anteriores y se aplica lo
aprendido para formular una hipotesis. Se desarrollan objetivos experimentales que puedan
probarse objetivamente y se recopilan datos a partir de las observaciones realizadas durante
la experimentacion. Por Gltimo, se analizan y evaltan los datos para determinar la eficacia
de cada tratamiento en la correccion del problema. Es posible realizar facilmente mediciones
de células y tejidos vegetales, calcular y clasificar matematicamente las medias de las
variables de los tratamientos probados. Sin embargo, el simple calculo de medias no tiene en

cuenta la variacion presente entre los especimenes que reciben los tratamientos y no examina
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con precision la eficacia del tratamiento. Por este motivo, al evaluar los datos debe recurrirse

a la estadistica [75].

Pocos investigadores realizan los analisis estadisticos a mano o utilizan una calculadora. En
su lugar, la mayoria de los cientificos optan por utilizar un paquete de software estadistico
compatible con su computadora. EXxisten varios paquetes de software compatibles con
Windows para los procedimientos de andlisis estadistico como: los disponibles de SAS,
SPSS, SYSTAT, MINITAB, STATISTX y el utilizado en este reporte STATGRAPHICS.
Todos los programas de software pueden utilizarse para llevar a cabo eficazmente los
procedimientos de analisis de datos utilizados para los datos de cultivo de células y tejidos
vegetales y de biologia molecular vegetal [74]. Utilizando el software de andlisis estadistico
STATGRAPHICS se realizaron distintos ANOVAS, comprobando la interaccién entre la
variables independiente: tipo de solidificante y concentracion de solidificantes; y las
variables dependientes: masa del explante, grosor del tallo, ancho y largo de la hoja, altura
del explante. Por medio de este anélisis se buscd encontrar la significancia estadistica entre

la interaccion de estos elementos.

E File Edit Plot Describe Compare Relate Forecast SPC DOE SnapStats!! Statlets Tools Rinteface View Window Help
HER XE MSmwes " Emnded P24delB
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P stadvisor Equivalence and Noninferiority Tests OB One-way aniova. || EOYNCREICUCRIORCY
E StatGallery Multifactor ANOVA, -

Col 1 Masa (9) Gr  Median Polish of Twoway Table. Col 6 Col_7 Col 8

(] surepons da Yoriance Components..
B statfolio Comments [ pwm—— o _ Eepeated Measures Designs » o~ e S
[C] stattog . 0_” 1.7| %n General Linear Models...

2 Aarsg 0.47 1.2 6 3.3

3 Agar 8 g 0.52 1.2 5.2 2.4

4 Agar 8 g 0.39 1.4 4.6 2.9

L Agar 9 g 0.54 1.3 6.7 1

6 Agar 9 g 0.64 1.6 5.5 1.8

7 Agar 9 g 0.46 1.3 4.4 3

8 Agar 5 g 0.31 0.7 0.27 0.8

9 Agar 10 g 0.44 1.4 6.2 2.4

10 Agar 10 g 0.45 1.8 3.8 2.8

1 Agar 10 g 0.21 1.4 8.7

12 Agar 10 ¢ 0.33 1.6 8.1 2.2

13 Phytagel 2.5 g 0.28 2 8.1 1

14  Phytagel 2.5 g 0.32 1 5.6

15 Phytagel 2.5 ¢ 1.01 6.7 2.8

16 Phytagel 2.5 g 0.61 1.8 7.3 .7

17 Phytagel 2.75 ¢0.77 € 10.7 .2

18  Phytagel 2.75 ¢1.44 1.4 7.9 o

19  Phytagel 2.75 ¢0.56 2.8 7.8 .8

20 Phytagel 2.75 ¢0.49 4 8.8 .1

21 Phytagel 3g 0.34 3.4 5.3 2.6

22 Phytagel 3 g 0.43 1.3 5 2

23 Phytagel 3 g 0.49 2.1 3 1.8

24 Phytagel 3 g 0.45 1.8 9.2 2.8

25 Bactoagar 6 ¢ 1.89 1 5

26 Bactoagar 6 g 0.23 4.3 0 0

27 Bactoagar 6 g 2.07 0.8 5.4 6
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Analysis of variance for one factor.

Figura 25. Anélisis de varianza de un factor en STATGRAPHICS

45



Resultados:
Proliferacion de yemas axilares en medio para la formacion de brotes:

En la figura 26 se presenta la compilacion de fotografias de los explantes mas representativos
de cada uno de los 12 medios para la formacion de brotes después de 31 dias de crecimiento.
A simple vista se observan diferencias morfoldgicas entre todos los tratamientos. El
denominado T1, y el que fue considerado como control, sigue el comportamiento conocido
de crecimiento de C. roseus en medio semisolido, es decir, formacion de callo dentro del
medio de cultivo, entrenudos medianos, hojas medianas, y formacion de biomasa moderada,
esto tiene congruencia con lo reportado por Mujib et al. [76]. T2 presenta explantes con un
acortamiento en la longitud del tallo, y se observan hojas ligeramente mas alargadas y anchas;
este también generd callo de tamafio considerable. T3 por el contrario, presenta explantes
mas alargados que los vistos en el T1, el grosor del tallo también es mayor, y la mayoria de

sus hojas son alargadas y delgadas, .

El Phytagel ® es un gelificante que presenta una rigidez mayor a la del agar, a
concentraciones menores. Los explantes propagados en Phytagel ® a una concentracién de
2.5 g/L presentan una morfologia mas alargada que las observadas en los tratamientos T1y
T2, y similar a la vista en T3 . Manifiesta hojas con un alargamiento similar a las del T3,y
se observa la aparicion del fenomeno de vitrificacion. El ancho del tallo también resulta
similar al de las plantas del T3. Los explantes propagados en el denominado T5 muestran
aun mas un alargamiento de los entrenudos, ensanchamiento del tallo, una tonalidad mas
oscura de este ltimo, y alargamiento de las hojas . También se observa una menor formacion
de brotes. Las plantas propagadas en el T6 presentan un acortamiento similar al presenciado
entre el T1 al T2. Se observa una mayor aparicién de hojas, pero de menor tamafio, y se

reduce el grosor del tallo.

Por otro lado, los medios que contienen agar bacteriol6gico, o Bactoagar ® resultan ser
medios que requieren una concentracion mayor a la del Agar para alcanzar una rigidez
similar. Por esta razon, los medios identificados como T7, T8 y T9 presentaron una
composicion semiliquida. Los explantes propagados en estos medios, manifiestan una
morfologia completamente distinta a la de todos los demas tratamientos, pues debido a la

enorme disponibilidad de agua en el medio, se favorecio la formacion de biomasa, mas que
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otros procesos. Estos explantes, desaparecen casi por completo la formacion de entrenudos,
generando asi tallos con un grosor menor a 1.5 mm. La morfologia de las hojas también
cambia, pues estas resultan mas cortas y anchas que las vistas en los tratamiento T1 a T6.
Para estos tratamientos, la cantidad de explantes que se desarrollaron de manera satisfactoria
también fue inferior a la del resto de tratamientos. Finalmente, a partir del T10 la forma de
los explantes comienza a asemejarse mas a la vista en las plantas crecidas con agar. Se
comienza a apreciar la aparicion de un tallo, y se alargan los entrenudos. Las hojas de los
explantes del T10 y T11 mantienen una geometria similar a la vista en los tratamientos T7,

T8y T9, es decir, son hojas cortas y anchas. Para el T12 estas comienzan a alargarse.

T1- Agar 8 g/l . T2 - Agar 9 g/l T3 - Agar 10 g/l
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Figura 26. Explantes propagados en medio para la formacion de brotes.

La morfologia de las hojas es mas facilmente apreciable en la figura 27. En esta figura es
maés sencillo apreciar el alargamiento entre las plantas propagadas siguiendo el T1, y aquellas

del T3. También se observa este fendmeno para las plantas pertenecientes a los tratamientos
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del 4 al 6. Finalmente se observa como se mantuvo relativamente constante la morfologia en

las hojas de las plantulas de los medios en los que se utiliz6 Bactoagar ®.

T1 - Agar 8 g/l T2 - Agar 9 g/l T3 - Agar 10 g/1

T4 - Phytagel 2.5 g/l TS5 - Phytagel 2.75 g/l T6 - Phytagel 3 g/l

T7 - Bactoagar 6 g/l

T10 - Bactoagar 9 g/l

Figura 27. Comparacién de la morfologia de las hojas en los distintos tratamientos.

Para comprobar el efecto de los distintos tratamientos en el crecimiento de los explantes se
realizaron multiples analisis de varianza. En la tabla 20 se ilustran los P-Value de los distintos
analisis. Para considerarse estadisticamente significativo se debe cumplir que P-Value <0.05.

Que la relacion entre el tratamiento y la variable dependiente sea estadisticamente
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significativa, implica que hay un efecto directo del tratamiento sobre la variable de respuesta,

es decir que, las variaciones en la variable de respuesta no son producto de la aleatoriedad.

De esta manera, se observa que la altura, el grosor del tallo y el ancho de las hojas si
mantienen una relacién estadisticamente significativa con el tratamiento utilizado. Por otro
lado, ni la masa del explante, ni el nimero de brotes, ni el largo de las hojas tienen una
relacion estadisticamente significativa con la variable independiente. A pesar de que no es
posible garantizar la significancia estadistica de estos parametros, si resulta posible analizar
las tendencias en el comportamiento de todas las variables dependientes, lo cual permite tener
una idea, de cual seria el comportamiento esperado de una de estas variables en funcion del

tipo y la concentracion de un determinado solidificante.

En la figura 28, se observa que, en consonancia con lo que se observo en la figura 26; la
altura del explante se vera positivamente afectada por un medio con una mayor rigidez. De
esta manera el Phytagel ® sera el medio que promueva un mayor alargamiento en los
entrenudos, esto resulta congruente con lo reportado por Yildiz M et al. [77] y Abdalla et al
[78], estos autores reportan que, en medios con una mayor rigidez, la disponibilidad de agua
es menor, y por lo tanto, el acceso a nutrientes también se ve reducido. Esto provocara una
menor regeneracion de brotes, y un aumento en la produccion de células de tallo. Por otro
lado, Martinez et al. reportaron el fendémeno contrario en la propagacién de Vanilla planifolia
[79].

En la figura 29, se observa también una tendencia a ensanchar el tallo en los medios con
mayor rigidez. Pues se observa este fendmeno en los explantes propagados en medio con
Bactoagar a concentraciones de 10 y 11 g/L, y en todos los tratamientos realizados con
Phytagel ®. En la figura 30, a pesar de que no puede afirmarse un impacto estadisticamente
significativo del solidificante en la formacion de biomasa, si es posible apreciar una
tendencia. Se observa que los medios con una composicion semiliquida, como lo son aquellos
con Bactoagar a concentraciones de 6 a 8 g/L son aquellos que tienden a generar explantes
maés pesados. Esto ya se tiene claro por multiples investigadores, pues varios protocolos para
la produccidn de vinblastina promueven la propagacion de C. roseus en medio liquido debido

al aumento en la produccion de biomasa [35], [76], [80], [81].
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En la figura 31, no es tan sencillo observar una tendencia en cuanto al namero de brotes
generados en los distintos medios de cultivo. Esto puede tener multiples explicaciones, como
por ejemplo, debido a que la evaluacion se realizo pasado Unicamente un mes de crecimiento
de los explantes, muchos de ellos aun no desarrollaban hojas lo suficientemente adultas como
para considerarlas dentro del estandar antes mencionado, esto podria sesgar la interpretacion,
pues, a pesar de que en la figura 26, se aprecia que aquellos explantes crecidos en Bactoagar
a concentraciones bajas (T7, T8 y T9) manifiestan multiples hojas; al realizar el conteo varias
de ellas no fueron consideradas, razén por la cual, al observar la figura 31, se podria llegar a

la conclusion de que el mejor solidificante para la formacién de brotes es el agar.

La figura 32 presenta la tendencia de los explantes para generar hojas mas anchas cuando
estos crecen en medio semiliquido. En la figura 33 se observa un comportamiento similar al
de la figura 28, es decir, aquellos explantes que fueron propagados en medio con una mayor

rigidez presentan un alargamiento, en este caso de la parte aérea de la planta.

Tabla 20. P-Values de distintos ANOVA.

Variable dependiente: P- Value
Altura 0.0000
Grosor del tallo 0.0001
Masa del explante 0.0953
NUmero de brotes 0.0610
Ancho de hoja 0.2546
Largo de hoja 0.0339
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Proliferacion de yemas axilares en medio para la formacion de raiz:

Debido a que s6lo fue posible realizar una evaluacién a los 15 dias de crecimiento de los
medios para la formacion de raiz, la informacidn recabada es limitada. Esta se presenta en la
tabla 21. Se encontrd que todos los tratamientos, menos aquellos que tienen una composicion

semiliquida tuvieron una tasa de supervivencia perfecta. Se encontrd que la formacion de
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callo es altamente constante en los medios con alto nivel de rigidéz como lo es el Phytagel
® y se encontrd que el solidifcante que mas favorece la formacion de raiz es el agar, en
especifico a 10 g/l. Es importante mencionar, que la aparicion de las primeras raices se

presento después de aproximadamente 10 dias despues de iniciar la propagacion.

Tabla 21. Evaluacion de tratamientos para la formacion de raiz

Tratamiento % Supervivencia Formacién de callo  Numero de raices

T1 100% 80% 6
T2 100% 40% 14
T3 100% 30% 21
T4 100% 100% 0
T5 100% 100% 1
T6 100% 100% 0
T7 90% 10% 0
T8 70% 20% 4
T9 80% 20% 0
T10 100% 30% 0
T11 100% 30% 0
T12 100% 10% 1

En la figura 34 se ilustra la formacion de las primeras raices de los explantes creciendo en
agar.
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Figura 34. Raiz de C. roseus

Aclimatacion:

En la figura 35 se presenta la distribucion de plantas que continuaron vivas después de 7 dias
en aclimatacion. En esta figura se aprecia el impacto que tuvo la contaminacion por hongo

en las plantas sembradas en el sustrato 1.

Inmersion Aspersion

Figura 35. Distribucion de plantas muertas en aclimatacion.

Sustrato 1 Sustrato 2
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En la tabla 22 se muestra el porcentaje de supervivencia de las plantas en aclimatacion,
separadas por el tratamiento que se les aplicd previé a su siembra. A pesar de la
contaminacion presentada se logra observar una tendencia en la supervivencia, la cual se
reafirma al observar la figura 35. Es posible apreciar que en las plantas tratadas por inmersion
en solucion de peroxido de hidrégeno y aclimatadas en el sustrato 1, existe un mayor
porcentaje de supervivencia en aquellas que fueron sumergidas en la solucion mas
concentrada. Esto podria tener su explicacion en que, el cierre de los estomas también tiene
un impacto en el ingreso de patdgenos al interior de las vegetales; este mecanismo le permite
a la planta protegerse de infecciones por hongos o bacterias, razén de que este tratamiento
haya tenido una mayor supervivencia a la infeccion fangica [73], [82]. Por otro lado, en
aquellas plantas a las que se les realizo la aplicacion de las soluciones de H2O> por medio de
aspersion, se presenta el comportamiento opuesto, pues los explantes con una mayor tasa de
supervivencia fueron aquellos a los que se les aplicé la solucion a concentraciones bajas. Por
otro lado, se observa que la planta control mantuvo una tasa de supervivencia similar en las

dos charolas de aclimatacion.

Tabla 22. Porcentaje de supervivencia de los distintos tratamientos de aclimatacion.

% Supervivencia

Inmersion Aspersion
Tratamiento Sustrato 1 Sustrato 2 Sustrato 1 Sustrato 2
Control 30% 100% 20% 100%
H20; — 0.20% 60% 100% 10% 90%
H20; — 0.15% 0% 100% 0% 100%
H,0, — 0.05% 10% 100% 30% 100%
H,0, — 0.01% 10% 90% 30% 100%

La figura 35 ilustra la aclimatacion de plantulas de C. roseus en el sustrato compuesto 100%

por perlita. Al observar las dos filas superiores, es decir, las que muestran el impacto de la
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aclimatacion con aspersion de distintas soluciones de peréxido de hidrogeno; se observa la
aparicion de dafio en forma de manchas negras en las hojas de las que fueron tratadas con las
soluciones mas concentradas (0.20 y 0.15% H.0.). Se aprecia también clorosis importante
en la mayoria de los explantes, menos en aquellos asperjados por la solucién al 0.01%. La
aparicion del fendbmeno de clorosis podria tener su explicacion en la desviacion de energia y
recursos que la planta realiza en presencia de estresores, en este caso, debido a la pérdida de
humedad. Por medio de un fino sistema de sefializacion, las plantas son capaces de detener
su crecimiento y reducir la magnitud en la que realiza la fotosintesis, con tal de concentrarse
en la generacion de mecanismos de defensa [83], [84]. Asi pues, las plantas que parecen tener
un mejor estado de salud son aquellas a las que se les aplico la solucion al 0.01%, seguido
por las plantas control. A pesar de que en la figura no se observe, las plantas tratadas con la
solucidn al 0.05% también tienen la tendencia a conservar su clorofila, y manifiestan minimo

dafo en sus hojas.

Por otro lado, las plantas que fueron tratadas por medio de inmersion en solucion de peréxido
de hidrogeno siguen exactamente la misma tendencia que las aclimatadas en el sustrato 1; es
decir, las plantas que fueron sumergidas en la solucion al 0.20% presentan un mucho mejor
estado de salud, con hojas sin clorosis, y sin sefial de deshidratacion. Condiciones que no se
observan en el resto de las plantas tratadas; pues aquellas inmersas en las soluciones al 0.15%,
0.05% y 0.01% manifiestan amarillamiento, y necrosis en hojas. Ademas, se observo la

aparicion de un patogeno fungico en una de las plantulas inmersas en la solucion 0.01%.

A pesar de las conclusiones que es posible extraer de lo observado, se recomienda realizar
observaciones en un rango de tiempo mayor; con el objetivo de exponer las plantas a un
ambiente con una mayor concentracion de oxigeno, y menor humedad, para observar la
resistencia de las plantas tratadas con las soluciones de peroxido de hidrégeno, en contraste
con las plantas control. Esto resultaria de interés pues, si se observan las plantas control en
el experimento realizado, podria dar la impresion de que se encuentran mas sanas, y habra
una mayor supervivencia que aquellas que recibieron alguno de los tratamientos. Sin
embargo, con la informacidn con la que se cuenta al momento de escribir esto, no es posible

afirmarlo o negarlo.

55



Aspersion

Figura 35. Aclimatacion de C. roseus en sustrato 2.

1.6. Valoracién de productos, resultados e impactos

Durante el transcurso de este PAP se logré realizar la proliferacion de yemas axilares de C.
roseus en medios de cultivo con gelificantes distintos y a concentraciones distintas. Se logré
también establecer una relacién entre los distintos tratamientos y el desarrollo de los
explantes, tanto para la formacion de brotes como para la formacién de raices. Se inicio la
aclimatacion de plantulas de C. roseus utilizando distintos tratamientos con peroxido de
hidrogeno. Lo encontrado permite sugerir distintos protocolos para la micropropagacién de
C. roseus, por ejemplo, si se busca generar plantulas con nodos axilares bien definidos, con
el fin de aumentar la cantidad de plantas disponibles, se propone la preparacion de medios
de cultivo con Phytagel ® a una concentracion de 2.75 g/L, pues esta favorece el
alargamiento de los entrenudos, y permite la extraccion y separacion mas sencillas de las
yemas axilares. Por otro lado, si se busca la adquisicién de biomasa para la produccién de

alguna biomolécula de interés, se recomienda el uso de medio preparado con Bactoagar
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(DIFCO ®) a una concentracién de 8 g/L, pues este actla como un cultivo en medio liquido

sin algunas de las desventajas que estos suelen conllevar, como lo es la vitrificacion.

Para los experimentos realizados para la propagacion de raiz, es necesario realizar
observaciones en un espacio de tiempo mayor, no obstante, se observa que hay una aparicion
de estas en un menor tiempo en los explantes colocados en medio con agar a una
concentracion de 10 g/L, por lo que se propone el uso de esta formulacién para la induccion
de la rizogénesis. Por otro lado, en cuanto a la aclimatacion, es necesario realizar mas
pruebas, y con una mayor duracion, sin embargo, con los datos disponibles es posible
proponer protocolos en los que se incorpore la aplicacion diaria de una solucion de peroxido
de hidrogeno al 0.01%, o una Unica inmersion de los explantes en una preparacion de H20:
al 0.20%.

Con todo lo encontrado, sera posible llevar a cabo protocolos que ayuden en la propagacion
de C. roseus lo cual podra culminar en una mayor disponibilidad de recurso vegetal, lo que
a su vez lograra a conseguir una mayor produccion de biomoléculas de interés como la

vinblastina.
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2. Productos

Nombre y codigo del PAP

4G03 Programa de Apoyo a Centros de

Investigacion Externos Il

Nombre del proyecto

Proliferacion de yemas axilares de

Catharanthus  roseus en  diferentes
solidificantes y su aclimatacién con el uso
de perdxido de hidrogeno, en el Centro de
Investigacion y Asistencia en Tecnoldgicay
Disefio del Estado de Jalisco , Unidad

Zapopan.

Descripcion (qué es, para quién se realiz0 y

para qué es):

Protocolo para la propagacion de brotes de

Catharanthus roseus.

Autores:

Alexis Garcia Rubio.

Nombre y cédigo del PAP

4G03 Programa de Apoyo a Centros de

Investigacion Externos Il

Nombre del proyecto

Proliferacion de yemas axilares de

Catharanthus  roseus en  diferentes
solidificantes y su aclimatacién con el uso
de peroxido de hidrogeno, en el Centro de

Investigacion y Asistencia en Tecnoldgicay

Disefio del Estado de Jalisco , Unidad
Zapopan.
Descripcion (qué es, para quién se realizo y | Protocolo para la aclimatacion de

para qué es):

Catharanthus roseus.

Autores:

Alexis Garcia Rubio.

Nombre y codigo del PAP

4G03 Programa de Apoyo a Centros de

Investigacion Externos Il

Nombre del proyecto

Proliferacion de yemas axilares de

Catharanthus  roseus en  diferentes
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solidificantes y su aclimatacion con el uso
de perdxido de hidrégeno, en el Centro de
Investigacion y Asistencia en Tecnoldgicay
Disefio del Estado de Jalisco , Unidad

Zapopan.

Descripcion (qué es, para quién se realiz0 y | Propagacion in vitro de limén.

para qué es):

Autores: Victor Valentin, y Alexis Garcia Rubio.

Nombre y codigo del PAP 4G03 Programa de Apoyo a Centros de

Investigacion Externos Il

Nombre del proyecto Proliferacion de yemas axilares de
Catharanthus  roseus en  diferentes
solidificantes y su aclimatacién con el uso
de perdxido de hidrogeno, en el Centro de
Investigacion y Asistencia en Tecnoldgicay
Disefio del Estado de Jalisco , Unidad

Zapopan.

Descripcion (qué es, para quién se realiz6 y | Propagacion in vitro de aguacate hibrido.

para qué es):

Autores: Victor Valentin, y Alexis Garcia.

3. Reflexion critica y ética de la experiencia

El RPAP tiene también como propdsito documentar la reflexion sobre los aprendizajes en
sus maltiples dimensiones, las implicaciones éticas y los aportes sociales del proyecto para

compartir una comprension critica y amplia de las problematicas en las que se intervino.

3.1 Sensibilizacion ante las realidades
Al trabajar en un centro de investigacion en el que se encuentran maltiples alumnos

desarrollando proyectos, tuve la oportunidad de conversar con muchos de ellos. Ahi me

encontré con una infinidad de historias distintas; desde chavos que han tenido una vida
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completamente acomodada, en la que no han tenido que preocuparse por muchas cosas, hasta
personas que han tenido que escalar desde muy abajo, y enfrentandose a muchisimas
dificultades para llegar a donde estan. Escuché muchas historias acerca del lugar de donde
venian, y de las dificultades que hubieran tenido en sus Estados para realizar las cosas que a
ellos les interesaban. Me encontré con la realidad de que, a pesar de que yo sentia que la
investigacion en Jalisco se encontraba en un estado triste; esta se encuentra bastante por
encima de otras partes de la Republica, donde los equipos especializados son escasos, o ni

siquiera estan disponibles.

Platiqué también con colegas que tienen una vocacion como la mia por ayudar al planeta, y
esto me ayudo a reafirmar el hecho de que, en esta lucha por hacer del mundo un lugar mejor,
no estoy solo; hay muchas personas de mi rango de edad que se interesan por estas

problematicas y toman acciones para resolverlas.

3.2 Aprendizajes logrados

Durante el desarrollo del PAP logré potenciar algunas de las habilidades que ya poseia, y
consegui adquirir algunas nuevas. Repasé todo lo relacionado con protocolos de
micropropagacion de células vegetales; desde la desinfeccidn, la preparacion de medio, hasta
los distintos protocolos necesarios para lograr la propagacion de distintas especies de planta.
Aprendi acerca del funcionamiento de un centro de investigacion, pues a pesar de que el
semestre pasado también formé parte de un proyecto desarrollado en CIATEJ, debido a la
ubicacion y el tamafio del laboratorio del Dr. Enrique, la dindmica era muy diferente. Entendi
las responsabilidades, obligaciones y algunas ventajas que trae el hecho de convivir y trabajar
con muchas otras personas. También, debido a la limitacion en la disponibilidad de material
en el laboratorio, mejoré mi optimizacion en cuanto al equipo e insumos utilizados, ademas
de mejorar mi manejo del tiempo. De este Ultimo aspecto creo que aprendi mucho, pues
debido a que gran parte del proyecto fue autogestionado, la Unica persona que delimitaba
cuanto tiempo debia trabajar era yo mismo, por lo que fue necesario un correcto manejo de
las actividades que realizaba por dia. Aprendi también mucho acerca del manejo del estrés y

la ansiedad.
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3.3 Inventario de competencias Inicial (ingreso del PAP) e Inventario de
competencias Final (salida al PAP).

Categoriza las
competencias
en
conocimientos,
habilidades y
actitudes.

Escribe la o las
evidencias de
cada
competencia y
su relevancia.

Competencia

Evidencia

Relevancia/Fortaleza*

Competencias nuevas

Competencias
potencializadas

Conocimientos

Preparacion de distintas
soluciones a

concentraciones

Soy capaz de formular,
calcular, 'y  preparar

soluciones Utiles para una

Ejecucion  exitosa  de

mdltiples  practicas de

laboratorio, en las que era

Extraccion de embriones

de semillas de papaya

Preparacion de multiples
medios de cultivo para la
micropropagacion de

especificas. variedad amplia  de | indispensable la tejidos vegetales
protocolos. preparacion de distintas
soluciones.
Uso bésico de | Puedo ser capaz de | Codigos escritosalolargo | Técnicas de | Propagacion de mdltiples
herramientas de | escribir algoritmos que | de la carrera, los cuales | micropropagacion para | especies de  tejidos

programacion
Matlab y Python. Uso
del  microcontrolador
Arduino UNO

como:

simulen el
comportamiento de un
biorreactor en distintos
regimenes de

funcionamiento.

han sido capaces de

resolver  problemas o

simular procesos.

limén, aguacate, uva y
plantas ornamentales

vegetales

Ensamblaje de distintos | En  un entorno de | Montaje y desmontaje de | Manejo de distintos | Manejo de equipo de
equipos de laboratorio. laboratorio  puedo ser | equipo medianamente | solidificantes para medio | laboratorio

capaz de  ensamblar | complejo alo largo de los | de cultivo

equipo de forma segura y | distintos laboratorios.

rapida.
Generacion de sepas | Puedo ser capaz de | Mutacion de una sepa de | Uso del software | Trabajo en campana de
bacterianas  mutantes | encontrar y  practicar | Halobacterium salinarum. | estadistico flujo laminar

por técnicas distintas.

protocolos complejos para
la generacion de sepas
mutantes, con el objetivo
mejorar la eficiencia de un

determinado proceso.

STATGRAPHICS

Cultivo y propagacion
de células y tejidos

vegetales.

Puedo ser capaz de
propagar un fragmento de
tejido de alguna especie de
planta de interés comercial

o industrial.

Propagacion exitosa de un
esqueje de Agave
tequilana weber variedad
azul por medio del uso de
medios de cultivo

enriquecidos.

Caracterizacion y andlisis
de cultivos vegetales.

Uso de herramientas de
disefio en 3D como

El uso de herramientas de

disefio 3D permite

Disefio de un prototip6 de
una cdmara de crecimiento

Técnicas de desinfeccion

para cultivos vegetales.

FreeCAD, e | aterrizar ideas de disefios | vegetal, asi como el disefio

implementacién de | en algo mas tangible, y | de distintas piezas

distintos mddulos | posteriormente pensadas para la

dentro de este software imprimirlo. impresion 3D

Montaje de circuitos | Entendimiento del | Ensamblaje de algunos | Preparacion de soluciones

electrénicos basicos. funcionamiento de | circuitos utilizados en una | reguladoras de
sistemas electronicos | camara ambiental. crecimiento vegetal

bésicos. Puedo ser capaz
de analizar conexiones y
proponer soluciones.

Configuracion y
montaje del
microcontrolador

RaspberryPi 3

Conocimiento de
hardware facilmente
configurable para
implementar

Configuracién de distintos
sensores por medio del
microcontrolador

RaspberryPi 3
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funcionalidades del

“Internet de las cosas”

Uso de impresoras 3D

Soy capaz de llevar a cabo
impresiones de piezas
especificas utilizando la
menor  cantidad de
recursos disponibles, por
lo que es posible obtener
piezas especializadas sin
la necesidad de gastar

mucho,

Piezas impresas para el
montaje de una camara de

crecimiento vegetal

Uso de herramientas

como sierras, y dremel

Tengo la capacidad de
utilizar herramientas, lo

cual puede resultar de
utilidad para diversos
proyectos

Ensamblaje de una camara
de crecimiento vegetal.

Uso de componentes

Soy capaz de montar

Lecturas satisfactorias por

Habilidades

electrénicos como | sistemas electronicos | medio del uso de sensores
sensores y actuadores sencillos, y que estos | de humedad, temperatura,
monitoreen variables | nivel de agua etc.
ambientales.
Resolucién de | Puedo ser capaz de | Calificaciones Trabajo en un laboratorio | Manejo de equipo de
problemas matematicas | interpretar 'y resolver | satisfactorias en las | de investigacion, con | laboratorio
complejos, por medio | probleméticas complejas | materias correspondientes, | mdltiples proyectos
de distintas | por medio de la | asi como la aplicaciéon de | activos
herramientas como: | implementacion de | estos métodos durante
ecuaciones matematica avanzada. otras  asignaturas mas
diferenciales y métodos especializadas en
numéricos. biotecnologia.
Interpretacion y andlisis | Soy capaz de interpretar | Tratamiento de datos a lo | Entender cual es la | Buenas practicas de

de datos estadisticos

complejos.

resultados complejos,

producto de distintos

procedimientos.

largo de los mdaltiples
laboratorios  que  he
cursado, asi como la
generacion de
conclusiones en base a

resultados encontrados.

estructura y jerarquias en

un centro de investigacion

laboratorio

Recopilacion y analisis
de informacién de

articulos cientificos.

Puedo ser capaz de
realizar investigaciones a
profundidad de un tema en
especifico,  recopilando
informacién de distintos
compendios y bases de

datos.

Generacion de multiples
reportes, los cuales
contienen informacién
recolectada de multiples
fuentes de informacion

especializada y verificada.

Capacidad para comunicar
lo que se necesita que otro
compafiero realice para tu
poder seguir avanzando en

tu proyecto

Pensamiento critico

Generacion de
propuestas de valor para
el mejoramiento de
procesos industriales,
con base en evidencia
empirica y en

investigacion.

Basado en
experimentacion, o en
investigacion  profunda,
soy capaz de idear
propuestas de
mejoramiento para
procesos industriales
considerando la viabilidad

y factibilidad.

Durante el curso de
biorreactores se generd
una  propuesta  para
mejorar la produccion de
4cidos grasos para la
empresa de microalgas

oleas de México.

Negociaciéon  de  los
materiales de laboratorio

Andlisis de datos

experimentales
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Andlisis del impacto
accidentes en la
industria, y propuestas
para la prevencién de

estos.

Soy capaz de generar
propuestas para la
prevencion de accidentes,
asi como de
procedimientos para la
disminucion de las
consecuencias de estos,
por medio del
conocimiento  de las
normas de  seguridad
vigentes, asi como a través
del uso de software de

simulacion.

Estudio y andlisis de
distintos siniestros
presentados en la industria
por medio del uso de
software de simulacion, y
a través del estudio de

normas oficiales.

Interpretacion de datos

estadisticos

Conceptualizacion y

disefio de prototipos

Tengo la capacidad de
visualizar y plasmar ideas
que culminen en la
ideacion de un prototipo

Conceptualizacion y
disefio de una camara de
crecimiento ambiental y
de piezas.

Planeacion de un proyecto
y distribucién de los
tiempos de trabajo

Redaccion de

documentos cientificos

Me considero capaz de
desarrollar textos con la
complejidad  suficiente
como para ser publicados
en revistas cientificas.
Esto habla de un buen
nivel de redaccion, asi
como de una comprension
de los formatos necesarios

para este tipo de escritos.

A lo largo de mis estudios
universitarios he
desarrollado mdltiples
escritos con un formato
similar al que se espera en
la  academia. Desde
reportes de laboratorio a

fichas de patente.

Visualizacion y
compresion de circuitos
electrénicos basicos.

Comprender circuitos

electronicos resulta
fundamental pues se
encuentran presentes en

cualquier lugar.

Ensamblaje adecuado de
circuitos electrénicos, asi
como formulacion de
diagnosticos correctos

para cuando estos fallan.

Sintesis de informacion

Habilidad fundamental no

Durante la carrera he sido

Actitudes

compleja. s6lo en el ambito de la | capaz de realizar
investigacion, sino en | investigaciones profundas
cualquier campo. Soy | de tdpicos  variados.
capaz de extraer la | Sintetizando la
informacion maés relevante | informacién mas valiosa y
de textos con tdpicos | descartando el resto.
variados.
Capacidades de | Soycapazdeidentificaren | Alo largo de la carrera, en | Comunicacion asertiva

liderazgo y distribucion
justa del trabajo.

los miembros de mi
equipo las fortalezas y
debilidades. Con esto,
puedo ser capaz de asignar
tareas y responsabilidades
que sé que cada miembro
podra ejecutar de forma
satisfactoria.

los distintos proyectos en
los que he trabajado con
un equipo, he sido capaz
de asumir el liderazgo, con
el propdsito final de
distribuir de  forma
equitativa las distintas

responsabilidades.

Capacidad de seguir

indicaciones y

Soy capaz de adaptarme a
los distintos entornos a los

que me iré enfrentando,

Durante la carrera, asi
como en las experiencias

laborales en las que he

Debate cientifico

Capacidad  de  seguir
indicaciones y protocolos

de forma precisa.
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protocolos de forma

precisa.

promoviendo  asi  un
ambiente agradable 'y
seguro para todos con los

que llegue a colaborar.

participado, he sido capaz
de acatar normas vy
procedimientos de forma

satisfactoria.

Capacidad de escuchar
y debatir ideas de forma

respetuosa.

Tengo la capacidad para
convivir con personas de
distintos  origenes y
formas de pensar,
aprendiendo  de  sus

vivencias y perspectivas.

He sido capaz de aprender
acerca de formas
diferentes, no sélo de
trabajar, sino de ver el
mundo; expresando
también mis convicciones,
forma

pero todo de

respetuosa.

Capacidad para convivir
con compafieros y colegas
de mdltiples entornos,
personalidades y

mentalidades distintas

Capacidad de escuchar

Capacidad de realizar
las actividades en los

tiempos establecidos.

Puedo cumplir con los
itinerarios y fechas limite
que sean solicitadas para
una determinado proyecto

A lo largo de las distintas
asignaturas, siempre he
sido capaz de realizar y

entregar las  distintas

Capacidad de distribuir y
definir ~ mis  propios

tiempos de trabajo

involucramiento que se

tiene con un proyecto

de mis superiores 0

iguales.

o trabajo. actividades en los tiempos

y fechas establecidos.
Capacidad para | Puedo desarrollar un | Durante mi pasado PAP
entender las distintas | proyecto me enfrenté al hecho de
aproximaciones y | independientemente del | que la doctora que
niveles de | nivel de involucramiento | coordinaba el proyecto en

el que estuve, no se

encontraba realmente
involucrada en lo que se
establa realizando, motivo
por el cual tuve que
aprender que no todos
tenemos la misma
aproximacion y respeto a
la investigacion y la

ciencia.

Mecanismos de
autoaprendizaje

Tengo la capacidad de
adquirir  conocimientos
independientemente de la
presencia de un instructor
o docente, por lo que tengo
una alta capacidad para
habilidades

nuevas bajo mis propios

desarrollar

términos.

A lo largo de mis estudios
me he enfrentado a
distintas situaciones que
requieren que aprenda
Unicamente a través de mis

propios medios.

Mecanismos de

autoaprendizaje

Paciencia y tolerancia a
la frustracion.

Soy capaz de sobrellevary
afrontar situaciones en las
que mi paciencia se vea
probada.

Distintas experiencias
tanto en lo cotidiano,
como en lo laboral o
académico.

Paciencia y tolerancia a la
frustracion

Al momento de realizar la actualizacidén de mi inventario de competencias me doy cuenta de

que muchas de las cosas aprendidas en el PAP con relacion a mi carrera fueron competencias

mejoradas, es decir, era conocimiento que ya se nos habia proporcionado durante las distintas

materias cursadas, pero que debido al entorno y a que se llevan a cabo proyectos mas
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profundos y complejos de los que se puede realizar en la carrera; pude explorar y profundizar
mas en esas habilidades. Encuentro también que aprendi mucho sobre manejo de tiempo, y
convivencia con colegas. Adquiri habilidades de micropropagacion de mdltiples plantas
distintas, para lo cual tuve que comprender un poco mas acerca de la fisiologia y
caracteristicas de cada una de ellas.

En general creo que esta fue una experiencia muy enriquecedora, y que me ha otorgado y me
ha permitido trabajar en muchas habilidades importantes y necesarias no solo para la vida

profesional, sino la vida en general.
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