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REPORTE PAP

Presentacion Institucional de los Proyectos de Aplicacion 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 (Opcidon
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 “saber y 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 valoracidn 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 presente PAP “Micropropagacion y estudios citogenéticos de especies de bulbosas
mexicanas en el CIATEJ” pertenece al Programa de Apoyo a Centros de Investigacion
Externos I. El objetivo general fue desarrollar técnicas de micropropagacion y estudios
citogenéticos en especies de bulbosas mexicanas para su conservacion y aprovechamiento.
Los objetivos especificos incluyeron la micropropagacion de Tradescantia orchidophylla
mediante organogénesis indirecta, el analisis de mitosis en Tradescantia orchidophylla para
determinar el nUmero cromosomico, la relacion entre la cantidad de cloroplastos en células
guardas de estoma en Sprekelia formosissima, y la evaluacion del efecto de diferentes
longitudes de onda en la germinacion de semillas de Tigridia pavonia.

Durante la evaluacion de diversos medios de cultivo para la micropropagacion de
Tradescantia orchidophylla utilizando medio MS y SH, se observaron los efectos en
explantes de hoja y bulbos. A pesar de los esfuerzos, no se logro identificar el medio ideal
debido a limitaciones de material vegetal. En paralelo, se identificd una correlacion negativa
entre los niveles de ploidia y el nimero de cloroplastos en células guardas de los estomas en
Sprekelia formosissima. El uso de Lugol facilit6 la observacion y conteo de los cloroplastos.
Ademas, se evalud el efecto de diferentes longitudes de onda en las semillas de Tigridia
pavonia. Tras comparar siete colores distintos, se concluy6é que la luz verde es la méas

beneficiosa para esta especie.

1. Ciclo participativo del Proyecto de Aplicacion Profesional

El PAP es una experiencia de aprendizaje y de contribucién 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 logica de
proyecto, asi como de un estilo de trabajo participativo y reciproco entre los involucrados.

El presente PAP se llevo a cabo en el Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y
Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ). El Centro forma parte de la Coordinacion de Medio

Ambiente, Salud y Alimentacion del Sistema de Centros Publicos de Investigacion (CPI) del
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Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (Conahcyt). EI CIATEJ se divide en varias lineas
de investigacion como son: biotecnologia ambiental, alimentaria, industrial, farmacéutica y

vegetal [1].

El proyecto pertenece al area de biotecnologia vegetal, ya que tiene enfoque en el sector tanto
agricola, como agropecuario y agroindustrial [2]. EI PAP es de tipo experimental el cual se
basa en el desarrollo de métodos de micropropagacion de plantas de bulbo y sus estudios
citogenéticos. El propdsito del proyecto es adquirir informacion acerca del ndmero
cromosomico Y la ploidia de especies bulbosas de las cuales no se encuentra informacion al
respecto, asi como llevar a cabo la micropropagacion en diferentes medios de cultivo para

encontrar el indicado.

Obijetivo general
Micropropagar y caracterizar citogeneticamente las especies Sprekelia formosissima,
Tradescantia orchidophylla y Tigridia pavonia para generar informacion sobre su estructura

cromosOmica y encontrar un medio adecuado para su crecimiento in vitro.

Objetivos especificos

e Micropropagar Tradescantia orchidophylla mediante organogénesis indirecta.

e Analizar la mitosis en Tradescantia orchidophylla para determinar el nimero
cromosomico de las especies.

e Relacionar la cantidad de cloroplastos en células guardas de estoma con diferentes
niveles de ploidia en Sprekelia formosissima.

e Analizar el efecto de diferentes longitudes de onda en la germinacién de semillas in
vitro de Tigridia pavonia.

1.1 Entendimiento del ambito y del contexto

La forma tradicional de propagar plantas bulbosas implica dividir los bulbillos adventicios
que se forman naturalmente en el bulbo subterraneo de la planta madre. Estos bulbillos se

retiran y se vuelven a plantar en el suelo o en otra maceta. Por otro lado, este método de



propagacion tiene limitaciones, ya que un solo bulbo madre produce de dos a tres bulbillos
después de un afio de cultivo. Ademas, la propagacion sexual de estas especies es limitada,
debido a que sus semillas no son viables. Por lo tanto, es necesario explorar otras opciones

que permitan obtener un mayor nimero de plantas en entornos de produccion comercial [3].

Una alternativa viable es la micropropagacion, procedimiento que se utiliza para obtener una
alta cantidad de explantes clonados en un breve periodo. Los explantes tipicamente
empleados para iniciar la micropropagacion incluyen el meristemo, la punta del brote y las
yemas axilares. El pice, o punta del brote, es ideal para la propagacion clonal in vitro, sin
embargo, cuando se busca producir una variedad de plantas se utiliza el meristemo. Por otro
lado, en la axila del nudo se encuentran las yemas axilares, que consisten en células
meristematicas (Figura 1). La capacidad de utilizar estas yemas depende de si se encuentra

en estado activo o latente la planta [4].
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Figura 1. Esquema de los érganos de la planta vascular. A) Tallo y hojas. B) Raiz. [5]

Para garantizar la produccién y la conservacion de las plantas de alta calidad genética y
cromosOmica, es necesario emplear tanto técnicas de micropropagacion como de
citogenética. La micropropagacion permite la clonacion de plantas de gran calidad, mientras
que la citogenética brinda herramientas para evaluar y garantizar la estabilidad gendmica y

la calidad de las plantas propagadas [6]

La citogenética es una rama multidisciplinaria que estudia los genomas nucleares desde una
perspectiva cromosémica. Es un campo cientifico que se dedica a la investigacion sobre la
estructura, cantidad, funcionalidad y dinamica de los cromosomas, asi como a las multiples

alteraciones que estas caracteristicas pueden experimentar a lo largo del tiempo, y su relacion



con la herencia, la recombinacion y la actividad génica [7]. Para tener una vision completa
de la genética de las plantas, desde su organizacion cromosomica hasta su expresion génica
y evolucion, es esencial llevar a cabo estudios que involucren tanto la citogenética como la

investigacion de los genes ARN ribosomal.

Los genes del ARN ribosomal (ARNFr) estan presentes en todos los organismos y se utilizan
ampliamente para estudiar y comparar la evolucién molecular de diferentes grupos
taxonémicos [8]. La investigacion del ADNr de las plantas se ha enfocado en el examen de
la evolucion y la filogenia. Esto se debe a que la naturaleza conserva los genes ribosomales
los cuales actian como herramientas que simplifican la estrategia de estudio para comprender
la estructura del genoma [9]. La evolucion a nivel molecular resulta ser un fendmeno
intrigante debido a que existen muchas similitudes en secuencias entre los miembros de
familias multigénicas [8]. Por lo tanto, la deteccidn y caracterizacion el ADNr de las plantas
bulbosas es esencial, dado que existen carencias de datos sobre estas especies. El presente
PAP contribuird a comprender las relaciones evolutivas entre las especies, evaluar los

factores ambientales que las afectan y mejorar el cultivo.

La biotecnologia vegetal, a través de la utilizacion de tejidos vegetales y la citogenética,
brinda un método agil y confiable para la produccién de un gran nimero de plantas con
idénticas caracteristicas genéticas. Ademas, estas técnicas desempefian un papel crucial en la
obtencion de plantulas de especies horticolas de valor comercial y ornamental, asi como en
la conservacion ex situ de la flora silvestre. Estas metodologias permiten la generacion de
material vegetal para su empleo en proyectos de restauracion ecoldgica, introduccion o
reintroduccion de especies, especialmente en situaciones en las que la propagacion
tradicional de la especie es lenta, poco eficiente, con tasas de multiplicacion reducidas o

cuando la poblacion natural es sumamente limitada [10].

Se ha observado la importancia de las plantas ornamentales en el ecosistema, no obstante, es
comun la importacion de estas especies en lugar de dar prioridad a las especies nativas. Sin
embargo, en las Ultimas décadas, el acceso a la informacién sobre especies autdctonas ha

impulsado un cambio hacia el uso de plantas nativas en lugar de especies foraneas,



principalmente debido a su mayor rentabilidad, ademas de que la produccidon de las especies
exoticas puede perturbar el equilibrio del ecosistema. México cuenta con una diversidad de
climas que favorecen la produccion de flores y plantas ornamentales. A pesar de ello, la
actividad comercial de plantas ornamentales es relativamente reciente, con sus inicios en la
década de 1970. Esto sugiere que todavia hay oportunidades de crecimiento en el mercado

de plantas ornamentales en el pais [11].

La introducciéon de plantas ornamentales nativas en lugar de importarlas se centra en
considerar los beneficios culturales, econémicos y ambientales para las comunidades locales
y el entorno natural al utilizar y valorar las especies autoctonas en el paisaje y la jardineria.
Al promover el cultivo y la venta de plantas autdctonas, se fomenta la creacién de empleo y
el desarrollo de la industria horticola local. El uso de plantas ornamentales nativas promueve
la conservacion del medio ambiente al reducir la extraccion de especies silvestres y fomentar
el cultivo de plantas autdctonas, lo que contribuye a preservar la biodiversidad y los
ecosistemas locales. El uso de plantas ornamentales nativas resalta la identidad cultural y el
patrimonio de la comunidad, fortaleciendo asi el sentido de pertenencia y promoviendo la

valoracion de la cultura local [12].

1.2 Caracterizacion de la organizacién

El CIATEJ tiene la mision de impulsar “el desarrollo sostenible de la sociedad, mediante la
generacion de conocimiento de vanguardia, formacion de talento especializado y aplicacion
innovadora de la ciencia y tecnologia”. Asimismo, tiene la vision de fomentar “el
conocimiento e innovacién tecnoldgica, a través de redes de colaboracion nacionales e
internacionales y alianzas con los sectores publico y privado para contribuir al desarrollo

sostenible de la sociedad” [1].

Este centro cuenta con dos sedes en el estado de Jalisco, en los municipios de Guadalajara 'y
Zapopan. El presente PAP se desarrolla en la sede Zapopan, situada en Camino Arenero
1227, El Bajio, Zapopan, Jalisco. Esta sede esta dirigida por la Doctora Anne Christine
Gschaedler Mathis y el departamento de biotecnologia vegetal esta bajo la direccion de la
Doctora Antonia Gutiérrez Mora. En dicho departamento, se cuenta con un amplio grupo de

9



investigadores, entre los cuales destaca el Dr. José Manuel Rodriguez Dominguez, quien es
el responsable del PAP. El Dr. Rodriguez posee un Doctorado en Ciencia y Tecnologia en
Biotecnologia y desempefia el cargo de investigador en Biotecnologia Vegetal, centrdndose

en la micropropagacion y mejoramiento genético de agaves y especies ornamentales [2].

1.3 Identificacion de la(s) problematica(s)

Se utiliza el término “planta bulbosa” para las plantas cuyo 6rgano de crecimiento principal
es un bulbo, cormo, rizoma, tdbero, tubérculo, tallo, tuberoso, pseudobulbo o una raiz
tuberosa. En otras palabras, se refiere a toda planta que tenga tallos o raices en estructuras
engrosadas que les permiten almacenar carbohidratos o humedad durante ciertos periodos de
su ciclo de vida [13]. La propagacion vegetativa en condiciones naturales llega a ser limitada
produciendo en algunas un bulbo al afio o ninguno [14]. La produccién de bulbos es un
proceso bastante complejo, el cual requiere inversiones en instalaciones, terreno, maquinaria
y material vegetal; ademas, la informacién disponible acerca de los bulbos es muy limitada
[15].

La propagacion asexual de las plantas bulbosas se fundamenta en la generacion de bulbillos,
el cual es un proceso lento que requiere de varios afios. Debido a que la propagacién
vegetativa en condiciones naturales es muy limitada, es fundamental encontrar otro método
de propagacién que permita incrementar el namero de plantas obtenidas en sistemas de
produccion comercial, siendo la técnica de cultivo in vitro una alternativa. Sin embargo,
actualmente, se desconoce el medio de cultivo ideal para micropropagar estas bulbosas [14],

debido a que no existe informacién disponible sobre su formulacién.

Para conservar y estudiar las plantas bulbosas, que han recibido escasa atencion hasta el
momento, es esencial llevar a cabo investigaciones en su citogenética. Esta disciplina permite
una propagacion eficaz de estas plantas con diversos propdsitos, que van desde la

conservacion hasta la mejora genética y la investigacion.

La citogenetica es importante debido a que proporciona informacién crucial sobre la
estructura y la funcién de los cromosomas, asi como desempefia un papel critico en la
10



investigacion, mejoramiento de cultivos y la conservacion de biodiversidad vegetal. Los
mapas citogenéticos permiten ubicar los genes, asi como los marcadores ligados a éstos
(centromeros, teldmeros, constricciones secundarias) [16]. No obstante, no se encuentran

registros de estos datos para varias especies de bulbosas.

1.4. Planeacion de alternativa(s)

Como ya se ha mencionado anteriormente, el presente proyecto se divide en dos partes:
micropropagacion y estudios citogenéticos. Las plantas bulbosas de este estudio son plantas
ornamentales de las cuales no se conoce mucha informacion, por lo que propagarlas in vitro

es todo un reto.

Las plantas pueden reproducirse de dos maneras: sexual y asexualmente, dependiendo de su
nivel de evolucion. En la reproduccién sexual, las plantas se originan a partir de la
combinacion de gametos provenientes de los progenitores, lo que da como resultado
embriones que se desarrollan en forma de semillas. Por otro lado, la reproduccion asexual
implica la creacion de nuevas plantas a partir de células somaticas, manteniendo asi la misma

composicion genética de la célula madre [17].

La micropropagacion es una técnica que tiene potencial de aumentar la produccién al permitir
la generacion de plantas resistentes a enfermedades que afectan a los cultivos. Para llevar a
cabo la micropropagacion in vitro de plantas, existen varios métodos como: organogénesis,

embriogénesis somatica y proliferacion de yemas axilares [4].

Uno de los métodos utilizados es la embriogénesis somética que ocurre cuando una célula
somatica sufre una desdiferenciacion y se convierte en una célula madre embrionaria
totipotente capaz de originar un embrion in vitro. Esta técnica puede utilizarse como un
modelo accesible para investigar los eventos iniciales de desarrollo del embrién cigético en

el ciclo de vida de las plantas [18].

Luego, se encuentra la proliferacion de yemas axilares, que es una metodologia muy utilizada
debido a que garantiza la estabilidad genética de las plantas regeneradas. Esta técnica se basa
en estimular el crecimiento de las yemas laterales para que se conviertan en brotes, implica

el cultivo de los meristemos y las puntas de los brotes, asi como el cultivo de las yemas. Este

11



método sigue la ruta de desarrollo ontogenético de las plantas a través de los meristemos
laterales [19].

Otra de las técnicas utilizadas es la micropropagacion por organogénesis, la cual se basa en
la regeneracion de 6rganos completos que no existian previamente. Existen dos tipos de
organogeénesis: regeneracion directa, que implica el desarrollo de érganos directamente a
partir de explantes, y la regeneracion indirecta, que involucra una fase intermedia de callo no
diferenciado [20]. La metodologia de organogénesis indirecta se utilizara en el presente PAP
para la especie de Tradescantia orchidophylla debido a que permite la produccion més rapida
de plantas en masa y es una técnica que tiene una tasa de éxito mas alta en la formacion de

brotes en esta especie.

La otra parte del proyecto incluye los estudios citogenéticos. Las técnicas citogenéticas mas
comunes incluyen: squash, spreading, dropping y steamdrop. “Squash” o “squashing” es un
procedimiento que desempefia un papel fundamental en el analisis cromosoémico de especies
vegetales. A pesar de ello, presenta desafios debido a los instrumentos utilizados, los cuales
dificultan la obtencién de células vegetales de alta calidad para cromosomas en metafase
[21].

La segunda técnica, “spreading” o “air drying”, consiste en crear una suspension celular
preparada directamente en un portaobjetos mediante la trituracion con la punta de una aguja.
Este método es adecuado para plantas con cromosomas de menor tamafio [21] [22].

Una alternativa mas es el método “dropping” o “drop”, proceso en el cual se extraen y
purifican los nucleos para formar una suspension que luego se aplica desde cierta altura en
laminas, provocando asi la ruptura de los nucleos y la dispersion celular. No obstante, este
método presenta una baja tasa de mitosis debido a la pérdida de células durante el

aislamiento, asi como dafio de los protoplastos en metafase [23].

Otra alternativa es el “SteamDrop”, el cual se ha decidido utilizar en el presente PAP debido
a su capacidad para fijar los cromosomas mitoticos y meidticos de las plantas, incluyendo los
cromosomas de gran tamario, que representa uno de los objetivos del proyecto. Esta estrategia
se basa en una digestion enzimatica de las raices meristematicas para generar una suspension

celular. Despues de realizar el lavado de la suspension con agua, &cido acético y etanol, se

12



coloca sobre un portaobjetos de vidrio y se deja secando. Un elemento crucial radica en el
uso de vapor, generado mediante el Bafio Maria, durante la evaporacion del fijador para

proporcionar la humedad y la temperatura necesarias para la adecuada dispersion de los
cromosomas [22].

Una vez que se tienen los cromosomas completamente dispersos, se utiliza el 4°,6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI), tinte fluorescente que tiene una afinidad por las regiones ricas en
adenina y timina en el ADN [24]. Después de tefiir estas regiones, se emplea la microscopia
de fluorescencia (microscopio Leica DM5500B-CS spectral confocal TCS SPE RGBYV) para

la visualizacion de cromosomas en las muestras fijadas, poder empezar a contarlos y
determinar su nivel de ploidia.

Se muestra, en la Tabla 1, el plan de trabajo del presente PAP. Se especifican los recursos
humanos, materiales, y tecnoldgicos necesarios para cumplir cada actividad requerida en

cada semana hasta el final del semestre y los detalles se encuentran en la Tabla 2.

Tabla 1. Cronograma de actividades previstas para la realizacion del PAP.
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Cambio de CF
medio ME 4

Recoleccion de
raicesde T.
orchidophylla | MC 7

Tratamientode | cg
las raices cT | 24

Preparacionde | gm
laminillas CE | 18

Observacion de
laminillas en Ml

microscopio S| 22
Conteo MI
cromosoémico Sl 14

Revision RPAP AG
por asesores AB 3

Presentar el
avance 4 al
director del PAP | Al 1

Presentacion
final oral TP 1

Tabla 2. Abreviatura de los recursos sefialados en el cronograma de actividades.

Recursos utilizados
Abreviatura Significado
AG Asesoria Dra. Gabriela Porras Quevedo
AB Asesoria Dra. Blanca Valdivia Urdiales
TP Trabajo personal
Al Asesoria Dr. José Manuel Rodriguez Dominguez
AU Autoclave
CE Campana de extraccion
MI Microscopio
BM Bafio Maria
CF Campana de flujo laminar
Sl Software Image-Pro 6.2
ME Material estéril (pinzas, bisturi, vidrio de corte)
SL Soluciones para lavados (agua, etanol y cloro)
CT Centrifuga
MC Material de corte (bisturi, vidrio de corte, cuter)




1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora

En el desarrollo del presente PAP se recolecté material vegetal tanto del invernadero de
CIATEJ como de regiones del estado de Jalisco, para realizar los objetivos establecidos los
cuales incluyen germinacion de semillas, evaluacion del nivel de ploidia, analisis
citogenético y micropropagacion por explantes (Tabla 1). Debido a que el material vegetal
tiene interaccién con varios microorganismos se tuvieron que someter a desinfecciones y
lavados para poder remover tanto la tierra como alguna bacteria u hongo que se encontrara.
Una vez que el material se encontraba desinfectado se sembro en medios de cultivo y se

esperaba a tener suficiente material para poder hacer los experimentos.

Tabla 3. Descripcidn de los experimentos realizados a lo largo del PAP

Ndmero del Descripcion
experimento
1 Germinacion de semillas de Tigridia pavonia
2 Evaluacion del nivel de ploidia en Sprekelia formosissima
3 Anélisis citogenético de Tradescantia orchidophylla
4 Micropropagacion por explante de Tradescantia orchidophylla

Desinfeccion de material vegetal

Primero se tomaron las hojas que se encontraban en mejor estado (libre de hongo, de
bacteria), se colocaron en agua destilada y se les realizaron 3 lavados con agua destilada para
quitarles la tierra. Luego se realizé un lavado con agua destilada y jabon comercial (4 gotas)
por 5 minutos y se prosiguié a hacer 4 lavados méas con agua destilada para retirar el jabén.
En seguida se colocaron las hojas en agua destilada con bactericida (Bactrol 1g/L) y fungicida

(Captan 1 g/L) y se dejé en agitacion por 24 horas.

Lavado de material vegetal en campana de flujo laminar

Una vez ya desinfectado el material vegetal, se colocd el recipiente donde se encontraban los
explantes dentro de la campana de flujo laminar y se realizaron enjuagues con alcohol al 70%
por 1 minuto, se vertidé el contenido en un recipiente de desechos y luego se realizaron 3
enjuagues con agua destilada estéril de 5 minutos cada uno. Después se descarto el liquido y
se realizd un enjuague con cloro comercial al 2% por 10 minutos, se retird el liquido y se

repitieron los lavados con agua destilada estéril y se desecho el agua. Por ultimo, se realizé
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un enjuague con nanoparticulas de plata por 10 minutos y se repitieron los enjuagues con

agua destilada estéril.

Experimento 1: Germinacion de semillas de Tigridia pavonia

La planta bulbosa T. pavonia (Figura 2 A), presenta tanto flor y semillas (Figura 2 B), como
bulbo (Figura 2 C). Al ser una planta silvestre se intentd propagar de dos maneras. La primera
fue que de las 9 plantas que se tenian, a 3 se les cort6 el bulbo y se planté cada uno en una
maceta. La segunda forma de propagacion fue colocar las 6 plantas completas y las 3 sin
bulbo en maceta y esperar a que las semillas maduraran para poder sembrarlas in vitro. Esto

para ver cual método producia méas material para poder analizar la mitosis de la especie.

Figura 2. Planta Tigridia pavonia. A Planta complta donde se observa desde el bulbo hasta la flor. B)
Flor y semillas de T. pavonia. C) Bulbo de T. pavonia.

Para propagar utilizando bulbo (Figura 3), primero se retiraron varias capas de este hasta
llegar a lo que se ve en la Figura 3 A, al igual que se le removieron las raices que presentaba
para estimular el crecimiento de nuevas. Cinco dias después de ponerlas en maceta, solo uno
de los tres bulbos presento inicios de crecimiento de raiz (Figura 3 B). A los 16 dias, el bulbo
se encontraba pudriéndose y sin algin crecimiento nuevo de raices (Figura 3 C), por lo que

después del dia 16 que se sembraron se descarto la propagacion a partir de bulbos.
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Figura 3. Bulbo Tigridia pavonia. A) Dia 0 de ser cortado y sembrado en maceta. B) Dia 5 de ser
cortado y sembrado en maceta. C) Dia 16 de ser cortado y sembrado en maceta.

Para propagar utilizando las semillas, primero se colocaron las plantas T. pavonia, que tenian
bulbo en macetas, en el invernadero y se sujetaron con un liston a un soporte para mantenerse
rectas debido a que su peso no permitia que se mantuvieran rectas (Figura 4 A). A las plantas
que presentaban semillas en “capucha abierta”, como se muestra en la Figura 4 B, se les
coloco una bolsa de papel (Figura 4 C) para que en caso de que maduraran y se empezaran a
caer pudieran ser recolectadas por la bolsa. A las semillas en “capucha cerrada” no se les

colocé nada. Al final, solo a 4 de las 9 plantas se les coloc6 una bolsa de papel.

Figura 4. Tigridia pavonia en invernadero. A) T. pavonia amarrada con listones a columna de cajas
para mantenerla recta. B) Semillas en “capucha abierta”. C) Semillas con bolsa se papel.

Después de tener la bolsa de papel sobre las semillas de T. pavonia durante 21 dias, se decidid
retirar solo dos de las plantas. Sin embargd, como se observa en la Figura 5 A, una bolsa se
humedecio lo que provoco que la flor y las semillas se contaminaran de hongo (Figura 5 B),
mientras que la segunda bolsa no se humedecio, pero las semillas no se encontraban maduras
aun para ser sembradas in vitro (Figura 5 C). Se decidio recolectar las semillas de ambos
casos y se dejaron guardadas dos dias para ver si provocaba algin cambio de color. Las
semillas de la planta que adquiri6 hongo se presentan en la Figura 5 D, mientras que las

semillas no maduras se presentan en la Figura 5 E.
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Figura 5. Recoleccidn de semillas de Tigridia pavonia. A) Semillas cubiertas con bolsa de papel. B)
Planta que fue infestadas por hongo. C) Semillas que no alcanzaron a madurar. D) Semillas de la
planta infestada por hongo. E) Semillas inmaduras después de ser guardadas por dos dias.

Una vez que se recolectaron las semillas de Tigridia pavonia, se desinfectaron y lavaron las
semillas. Primero se colocaron las semillas en un infusor metalico (Figura 6) en un frasco de
medio litro, se lavaron con agua de la llave, incorporando 5 gotas de jabdn comercial, y se
procedid a agitar por un periodo de 5 minutos dentro de un bote de medio litro. Una vez
transcurrido el tiempo, se realizaron lavados con agua de la llave para eliminar las burbujas

generadas por el jabon. Después, se transfirieron las semillas a un tubo Falcon de 15 mL.

Figura 6. Desinfeccién de semillas de Tigridia pavonia para su siembra en medio in vitro. A) Semillas de
Tigridia pavonia. B) Desinfeccion de semillas de T. pavonia utilizando un infusor metalico.

Posteriormente, en campana de flujo laminar, se realizé un lavado de las semillas con alcohol
al 70% por 1 minuto y consiguiente se vertio el liquido en un bote de residuos. Luego se
pasaron a cloro comercial al 3% por 10 minutos, agitando constantemente y al acabar el
periodo se vertio el cloro en otro bote de residuos. Por Gltimo, se realizaron 3 enguajes con
agua destilada estéril, cada uno durd 5 minutos y después de cada uno se vertia el liquido a
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un bote de residuos. En el caso de Tigridia pavonia, se prepar6 un medio de cultivo para

germinacion cuya composicion se encuentra en la Tabla 4.

Para la preparacion del medio para la germinacion de semillas, se utilizé el medio MS Stock,
disolviéndolo inicialmente en 250 mL de agua destilada y afiadiéndole sacarosa. Luego, la
solucidn se llevo hasta 1 L mediante el uso de una probeta, y se ajusto el pH a 5.8. La mezcla
se transfirid a un matraz Erlenmeyer de 1L, al que se afiadié agar. A continuacion, se calento
la mezcla en el microondas durante 1 min, se extrajo para agitar y se repitio el proceso de
calentamiento hasta que el agar se disolvié por completo, se vertié en 7 botes de plastico de
medio litro. Después se esterilizd el medio de germinacion en autoclave a 121°C y 15 Ib/in?
de presion durante 15 minutos. Se dejo gelificar el medio en campana de flujo laminar y
posteriormente se sembraron 10 semillas por bote en 7 botes, que fueron sellados con cinta

kleen pack y colocados en el incubador.

Tabla 4. Composicion del medio para germinacion de semillas

Compuesto Concentracion
Medio MS Stock 10 mL/L
Sacarosa 3g/L
Agar 8 g/L

pH 5.8 £0.02

Al experimento de propagacion a partir de semilla se agreg6 un nuevo factor, diferentes
colores para determinar el efecto de las distintas longitudes de onda de luz en la germinacién
de semillas (Figura 7). Los colores de celofan utilizados fueron: amarillo, naranja, verde,
rojo, azul y morado, asi como también se utilizé un celofan incoloro como testigo. Al mismo
tiempo, se desinfectaron y se sembraron 10 semillas de jitomate saladette (Solanum
lycopersicum) en 7 botes. EI propdsito de realizar la siembra simultanea de Tigridia pavonia
y de Solanum lycopersicum fue debido a que S. lycopersicum germina en menor tiempo que
T. pavonia lo que permitira determinar el efecto de las longitudes de onda en el tiempo

resignado al presente PAP.
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Figura 7. Botes con semilla de jitomate saladette y Tigridia pavonia en incubacidn cubiertos de papel
celofan de 7 colores. A) Botes cubiertos de color: verde, naranja, incoloro (usado como testigo) y rojo.
C) Botes cubiertos de color: morado, amarillo y azul.

Se evidencié que en S. lycopersicum, la luz azul, con una intensidad de 1070 lux y una
exposicion de 24 dias, promovié la germinacion maxima (30%), destacandose como la mas
propicia para este proceso en comparacion con otras fuentes de luz evaluadas. Le siguio la
luz naranja con una intensidad de 1384 lux, que provocé un 20% de germinacion. Por otro
lado, la luz amarilla (2840 lux) mostré un 10% de germinacién, al igual que la luz morada
(1070 lux), la luz verde (870 lux) y la luz blanca (incoloro) (1960 lux). En contraste, la luz

roja (440 lux), no generd germinacién, como se muestra en la Tabla 5.

En el caso de Tigridia pavonia, se observo contaminacion de la mayoria de las semillas en
los 7 botes a los 5 dias después de su siembra, posiblemente causada por la presencia de
hongos en las plantas de las cuales se recolectaron las semillas. Ante esta situacién, se
recolectaron nuevas semillas del invernadero, se desinfectaron como mencionado
anteriormente, sembraron en medio de germinacion y envolvieron con celofan de colores.
Después de 14 dias, se observo que solo en el bote envuelto con celofan rojo presentaba una
semilla contaminada. Ademas, se noto que el color verde produjo una germinacion maxima
del 40%, el color rojo alcanzé un 30% y el bote testigo (incoloro) alcanzé un 20%, mientras

que los demas colores no mostraron germinacion, asi como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados de germinacion de semillas de Solanum lycopersicum y Tigridia pavonia sometidas a
diferentes longitudes de onda en un lapso de 14 a 24 dias.

Color Solanum lycopersicum Tigridia pavonia
(# semillas germinadas) | (# semillas germinadas)
Amarillo (2840 lux) 1 0
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Naranja (1384 lux)
Verde (870 lux)
Rojo (440 lux)
Azul (1070 lux)

Morado (1270 lux)

Incoloro (1960 lux)

| P W O PN
N O] O] w| | O

Sin embargo, el experimento continda en curso, por lo que ain no se han obtenido resultados
finales. Se espera que dichos resultados sean publicados en una revista de difusion una vez

disponibles.

Experimento 2: Evaluacién de nivel de plodia de Sprekelia formosissima

Los estomas, esenciales en la regulacion de la transpiracion y el intercambio gaseoso para la
fotosintesis y la respiracion [25], presentan una relacion con el nivel de ploidia en diversas
especies. En el caso de S. formosissima, los estomas se encuentran en la parte inferior
(abaxial) de la hoja, minimizando asi la pérdida de agua a través de la transpiracion. Este
fendmeno motivo la realizacion de un experimento para detallar las particularidades de los
estomas presentes en las hojas de S. formosissima en diferentes niveles de ploidia (2x, 4x y
5X).

La diversidad de S. formosissima se asocia al proceso evolutivo que incide en el nimero de
cromosomas (nivel de ploidia), generando modificaciones en la produccion de sustancias y
la capacidad de adaptacién a distintos entornos. Los estudios citogenéticos son esenciales
para comprender y describir estas especies marcando asi su desarrollo evolutivo. La
determinacion de nivel de ploidia se puede llevar a cabo mediante el conteo de cromosomas,
citometria de flujo y su relacion con la densidad estomatica y el nimero de cloroplastos en
las células guardas de los estomas [26]. En el presente experimento se decidié optar por
determinar el nivel de ploidia mediante la relacion de cloroplastos en células guardas de

estomas.

La especie S. formosissima se encontraba ya en forma de semilla en medio in vitro (sembrada

el 1 de agosto) y en incubadora cuando se inicid el presente proyecto (Figura 8 A). Ademas,
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en la incubadora se encontraban botes con semillas diploides (2x) y tetraploides (4x), por lo
que no fue necesario realizar ninguna desinfeccion de semillas, sino un seguimiento de su
crecimiento. Las plantulas de S. formosissima diploide (Figura 8 B), empezaron a germinar

después de 33 dias en incubacion.

Figura 8. Germinacion de semilla de Sprekelia formosissima 2x. A) Dia 23 desde la siembra de semillas.
B) Dia 33 desde la siembra de semillas.

Seguidamente de observar un crecimiento en S. formosissima 2x, se realizé el medio descrito
en la Tabla 6 para favorecer la fase de enraizamiento y multiplicacién de la planta. Primero
se utilizaron 150 mL de agua destilada para disolver la sacarosa en medio MS. Luego, se
agregaron las fitohormonas, se ajustd el pH y se adicioné agua destilada hasta lograr un
volumen de 0.5 L. Posteriormente, se transfirié a un matraz Erlenmeyer de 1 litro, al cual se
le agreg6 agar y se disolvié calentando la solucion en el microondas. El contenido se
distribuyd en 9 recipientes de plastico con capacidad de medio litro, los cuales fueron

esterilizados en autoclave y sellados con conta kleen pack.

Tabla 6. Composicion del medio para la proliferacion de hojas

Proliferacion de hojas
Medio MS 100 mL/L
stock

Sacarosa 30 g/L
BA 10 mL/L
2,4-D 25 pL/L
Agar 8 g/L

pH 5.8 £0.02

Una vez esterilizado el medio de proliferaciéon MS y dentro de la campana de flujo laminar,

se extrajeron las plantas ya germinadas y se colocaron en un vidrio de corte (Figura 9 A).
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Con un bisturi esterilizado se removieron las raices a las plantulas y parte de la hoja, asi como
la semilla. Ya realizado el corte, se transfirieron las porciones de plantulas al medio MS para
la proliferacion (Figura 9 B), se sellaron y dejaron en incubadora (Figura 9 C).

Figura 9. Cambio de medio a las plantulas S. formosissima 2x de medio de germinacion a medio de
proliferacion. A) Plantulas en placa de vidrio sin raiz, semilla y parte de hoja. B) Introduccién de las
plantulas cortadas a medio de proliferacion. C) Plantulas ya cortadas en la incubadora.

A los 9 dias del cambio de medio, se encontr6 que 1 de los 9 botes se habia contaminado. Se
detecto en el medio una mancha circular de color negro con una capa de color blanco (Figura
10 A) lo que indica una probable contaminacion por hongo. Al igual que como se observa en

la Figura 10 B, se presentaron raices nuevas, pero aun faltaba la proliferacion de hojas.

Figura 10. Contaminacion por hongo en S. formosissima 2x. A) Vista desde la parte superior del
contenedor. B) Vista desde la parte inferior del contenedor.

Después de 52 dias desde que se realizé el cambio de medio, se ha observado un desarrollo
extremadamente lento de las plantulas de S. formosissima 2x, tanto en el crecimiento de raices
como en la aparicion de nuevas hojas. En el caso de S. formosissima 4x, se observd que
comenzo a germinar después de 80 dias desde la siembra, y a los 96 dias ya habia desarrollado
hoja. Ademas, se extrajeron de la tierra las plantas de S. formosissima 5x que se encontraban

creciendo en CIATEJ, lo que posibilité el analisis de ploidia de estas muestras.
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En campana de flujo laminar, se obtuvo una porcion de hoja tanto de S. formosissima 2x
como de 4x mediante el uso de un bisturi estéril y una placa de vidrio para corte.
Posteriormente, se retird una capa delgada de la parte abaxial de la hoja, la cual fue
cuidadosamente colocada en un portaobjetos, sobre el cual se colocé una gota de solucion de
lugol y se cubri6 con un cubreobjetos. Se empleo el microscopio DM5500B-CS para capturar
imagenes que facilitaran el conteo de cloroplastos. Se tomaron 10 fotografias de diferentes

estomas en cada nivel de ploidia y se calcul6 el promedio (Figura 11).

Figura 11. Cloroplastos en células guardas de estoma de Sprekelia formossisima. A) Plodia 2x. B)
Ploidia 4x. C) Ploidia 5x.

Después de realizar el conteo, se observd una relacion inversa entre el nivel de plodia y la
cantidad de cloroplastos por estoma, tal como se detalla en la Tabla 7. Resulta esencial
destacar que la longitud de los estomas se mantuvo dentro de un rango aproximado de 50 a
60 um. Estos resultados no solo aportan valiosa informacion a nuestro conocimiento actual
sobre las caracteristicas de las plantas estudiadas, sino que también ofrecen una perspectiva

relativa para futuras investigaciones.

Tabla 7. Relacion del nivel de ploidia con el nimero de cloroplastos en células guardas de estomas en
Sprekelia formosissima

Ploidia Nuamero de cloroplastos por célula guardas
2X 175
4x 143
5x 91

Experimento 3: Analisis citogenético de Tradescantia orchidophylla
Para abordar la estructura cromosémica de T. ocrhidophylla, se aplico un enfoque

citogenético, fundamental para comprender la evolucién genémica. Los mapas citogenéticos
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posibilitan la ubicacion precisa de genes y marcadores en relacion con elementos
estructurales cromosomicos especificos, siendo esta informacion detallada esencial para la
integracion coherente de datos genéticos y la estructura fisica de los cromosomas. Ademas,
la técnica de Hibridacion in Situ Fluorescente (FISH por sus siglas en inglés) ha simplificado
la generacion de patrones de sondas especificas para distinguir cromosomas similares y llevar

a cabo el mapeo [27].

En cuanto al proceso practico, se realizd el procedimiento descrito en la investigacion de
Rodriguez-Dominguez et al. [28] y se hicieron algunas modificaciones debido a que las
raices de T. orchidophylla eran de mayor tamafio a las que se tratan en el articulo.
Primeramente, se recolectaron las raices de T. orchidophylla con ayuda de un bisturi, estas
se cortaron de manera que quedaran de 1 cm de largo y se colocaron en una solucion o-
bromonaftaleno al 1% por 48 h. Una vez pasado el tiempo, se removieron de la solucién y se
prepard 3:1 metanol: &cido acético para sumergir las raices, las cuales se dejaron a 4°C por
48h. Después, se colocaron las raices en agua desionizada por 10 min, y de ahi se
diseccionaron las raices para cortar el fragmento que se encontrara de color transparente y
descartarlo y quedarse solo con el fragmento de color blanco. Luego se procedié a transferir
esos fragmentos a tubos Eppendorf con 200 uL de buffer de citrato 10 mM, pH 4.5, por 10
min. Posteriormente, se descartd el buffer y se colocaron 50 pL de mezcla enzimatica que
contiene 0.2% (p/v) de pectolisasa Y23, 0.2% (p/v) de celulasa RS y 0.2% (p/v) de
citohelicasa en un buffer de citrato 10 mM, a pH 4.5. Las raices con la mezcla enzimatica se

incubaron a 37°C por 2.5 h.

Se afiadieron 600 pL de agua destilada a los tubos Eppendorf que contenian las raices de T.
orchidophylla con la mezcla enzimatica y se mezcl6. Se programd la centrifuga a 10,000
rev/min, se coloco el tubo Eppendorf con raices y uno con agua como contrapeso, por 45
segundos. Seguidamente, se removio el sobrenadante usando una micropipeta y se afiadieron
600 pL de metanol y se agit6 la mezcla. Luego, se volvi6 a programar la centrifuga a 11,000
rev/min, se coloco el tubo Eppendorf con raices y uno con agua como contrapeso, por 30
segundos. Se descartd el sobrenadante invirtiendo el tubo y se volvié a suspender el

precipitado en 130 pL de metanol y se guardo a 4°C.
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En una campana de extraccion, se colocaron 7 L de suspension celular de T. orchidophylla
en un portaobjetos recubierto con una capa fina de acido acético puro e inclinado en un &ngulo
de 45°. Seguidamente, se afiadieron 2 gotas (100 uL) de &cido acético y se colocd boca abajo
sobre el vapor de un bafio de agua a 75°C por 5 segundos. Después se le coloco otra gota (50
pL) de &cido acético y se volvid a colocar boca abajo sobre el vapor por 5 segundos y se dejo

Secar.

Las laminillas de T. orchidophylla fueron tefiidas con 50 ul de 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI). Se colocaron las laminillas en oscuridad por 5 minutos y
posteriormente, se analizaron los cromosomas con ayuda del sistema Leica DM5500B-CS
spectral confocal TCS SPE RGBV y se tomaron fotografias utilizando el software LASX

(Leica Microsystems).

Figura 12. Cromosomas de T. orchidophylla

En la Figura 12, se presentan los cromosomas de T. orchidophylla, aunque su observacion
detallada se ve limitada. Esta limitacion se debe a la notable longitud de los cromosomas, y
a pesar de los esfuerzos realizados para separarlos y acortarlos, estos procedimientos no
resultaron efectivos, complicando su apreciacion en detalle y, por ende, impidiendo la
realizacion del conteo cromosomico. En una fase ideal, se hubiera empleado la técnica FISH
para llevar a cabo un mapeo cromosémico mas preciso. Sin embargo, debido a restricciones

de tiempo, no fue posible implementar esta fase del experimento.
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Experimento 4: Micropropagacion por explante de Tradescantia orchidophylla

La micropropagacion es una herramienta eficaz para la rapida multiplicacion y proporciona
la posibilidad de producir un considerable nimero de plantas saludables y vigorosas en un
periodo corto. Se utilizan explantes, que significa un pequefio tejido vegetal como segmento

de tallo, hoja o raiz para iniciar la cultura de tejidos en un medio de cultivo[29].

Los medios de cultivo estan disefiados para proveer nutrimentos minerales en
concentraciones adecuadas. Un medio debe incluir macroelementos (C, H, O, P, K, N, S, Ca
y Mg) y microelementos (B, Zn, Mn, Cu, Mo, Fe y Cl). La mayoria de los medios
experimenta cierto grado de mejoria con la adicién de vitaminas como tiamina, acido
nicotinico, piridoxina, etc. Las formulas de medios basales (medio de cultivo con condiciones
basicas para el crecimiento) se consideran estandar para proporcionar la cantidad esencial
necesaria para los elementos requeridos. Difieren las formulas de estos medios en los
compuestos utilizados para estimular la divisién celular como son 6-bencilaminopurina
(BA), acido indol-3-acético (AIlA), é&cido 2,2-diclorofenoxiacético (2,4-D), acido
naftalenacético (ANA), benzotiazol-2-oxiacético (BTOA), etc. ya sea solos o en

combinacion para iniciar cultivos de callos de los tejidos de plantas [30].

Debido a que no se conoce el medio ideal para la micropropagacion de T. orchidophylla se
realizaron diferentes variaciones tanto con medio “Murashige y Skoog” (MS) y “Sheck y
Hildebrandt” (SH). Ambos medios son ampliamente utilizados en la propagacion y el cultivo
de tejidos vegetales. Usualmente el medio MS se utiliza para la micropropagacion y cultivo
de tejidos vegetales mientras que el medio SH se utiliza para el cultivo de callos de mono y
dicotiledoneas. Debido a que el medio SH tiene una composicion quimica ligeramente
diferente en términos de concentraciones de macro y micronutrientes en comparacion con el

medio MS, el crecimiento y desarrollo de ciertos cultivos puede variar [31].

Se trabaj6 con medio MS Stock que tiene una composicion quimica equilibrada y precisa en
términos de macro y micronutrientes, los cuales se pueden apreciar en la Tabla 8 [32]. Esta
combinacion equilibrada proporciona a las plantas una nutricion adecuada para su
crecimiento y desarrollo. En el presente PAP el medio MS Stock ya se encontraba preparado

con macroelementos y microelementos por lo que solo se agregaron las vitaminas y el hierro
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de ser necesario. Debido a que no se conoce el medio ideal para la micropropagacion de la

especie se prepararon varios medios haciendo variaciones en los componentes (Tabla 9).

Tabla 8. Composicion del MS Stock [32]

Compuesto Concentracion
(mg/L)
Macroelementos
Fosfato de potasio 170
Nitrato de potasio 1900
Sulfato de magnesio 180.7
Nitrato de amonio 1650
Cloruro de calcio anhidros 332.2
Microelementos
Acido bérico 6.20
Cloruro de cobalto 0.03
Sulfato clprico 0.03
Sulfato de manganeso 16.9
Yoduro de potasio 0.83
Molibdato de sodio 0.25
Sulfato de zinc 8.60
Hierro
Sulfato ferroso 27.80
Etilendiaminotetraacetato de sodio 37.26
Vitaminas
Tiamina HCI 0.10
Piridoxina HCI 0.50
Acido nicotinico 0.50
Myo-inositol 100
Glicina 2.00

Tabla 9. Medios de cultivo utilizados para la micropropagacion de Tradescantia orchidophylla

NUmero Descripcion
del medio
1 Medio MS Stock adicionado con vitaminas y PPM.
2 Medio MS Stock adicionado con fitohormonas (BA y AlA).
3 Medio MS Stock adicionado con fitohormonas y nanoparticulas de
plata.
4 Medio SH adicionado con fitohormonas (2,4-D, BA y ANA).
5 Medio SH adicionado con fitohormonas y nanoparticulas de plata

Para elaborar el medio namero 1, se utilizaron dos concentraciones de medio MS stock con
el propdsito de comparar su comportamiento. Las concentraciones fueron 100 y 50 mL/L
(Tabla 10) y a cada una se le agregaron vitaminas, sacarosa, antibiético PPM (Plant
Preservative Mixture por sus siglas en inglés) y agar, asimismo se ajustd el pH. La

preparacion del medio se realizo en el siguiente orden: primero se coloco el medio MS en un
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vaso de precipitado sobre una plancha de agitacion, después se le agrego la sacarosa y las
vitaminas. De ahi se afor6 a 1L y se ajusto el pH a 5.8. Seguidamente, en campana de flujo
laminar, se agreg6 el PPM y el agar. A continuacion, se coloco el recipiente en el microondas
para disolver el agar. Cuando el agar ya se encontraba disuelto, se vertio el contenido en
botes de plasticos y se esterilizaron en autoclave a las condiciones mencionadas

anteriormente.

Tabla 10. Composicion de los medios MS

Compuesto MS 1 MS 2 MS 3 MS 4
Medio MS Stock 100 mL/L | 50 mL/L | 100 mL/L 100 mL/L
Sacarosa 15¢g/L 15¢g/L 15 g/L 15 g/L
Acido nicotinico 0.25 mg/L | 0.25 mg/L | 0.0 mg/L 0.0 mg/L
Piridoxina 0.25mg/L | 0.25mg/L | 0.0 mg/L 0.0 mg/L
Tiamina 0.50 mg/L | 0.50 mg/L | 0.0 mg/L 0.0 mg/L
Mioinaocitol 50 mg/L 50 mg/L 0 mg/L 0 mg/L
Glicina 1 mg/L 1 mg/L 0 mg/L 0 mg/L
PPM? 1 mL/L 1 mL/L 0 mL/L 0mL/L
Agar 8 g/L 8 g/L 8 g/L 8 g/L
pH 5.8+0.02 | 5.8+0.02 | 5.8+0.02 5.8 +0.02
BAP 0.0mg/L | 0.0 mg/L | 0.08 mg/L 1 mL/L
AlA® 0.0mg/L | 0.0mg/L | 0.4 mg/L 0.25 mg/L
Nanoparticulas de plata | 0.0mL/L | 0.0mL/L | 0.0 mL/L 10 mL/L
Bactericida b-xitral 0 pL/L 0 pL/L 0 pL/L | 1000 pL/L (1%)

a: Plant Preservative Mixture

b: 6-Benciloaminopurina

c: Acido indol-3-acético
Como tercer medio (MS3), se agreg6 al medio hormonas vegetales (citocinas: BA y auxinas:
AlA), sacarosa, se ajusté el pH y se agreg6 agar (Tabla 10 MS3). Para la preparacion, primero
se disolvié la sacarosa en el medio en una placa magnética, luego se agregaron las hormonas
y se aford a 2 L. Posteriormente se ajustd el pH, se agreg06 el agar y se disolvio para después
vaciar en el medio en 40 botes que se esterilizaron en autoclave segun las condiciones

previamente mencionadas.

Como cuarto medio (MS4), se decidié realizar un medio para utilizar como explante los
bulbos en vez de las hojas de la planta. En este caso se agregaron al medio: fitohormonas,
sacarosa y nanoparticulas de plata, asi como se ajusto el pH (Tabla 10 MS4). Para la
preparacion, primero se disolvid la sacarosa en el medio en una placa magnética, luego se
agregaron las hormonas y se afor6 a 0.5 L. Posteriormente se ajusté el pH, y bajo la campana

de flujo laminar, se agregaron las nanoparticulas para después adicionar el agar, disolver y
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verter en 10 botes que se esterilizaron en autoclave como se mencion0 anteriormente. En este
experimento, se decidio utilizar soluciones que combaten microorganismos como son las
nanoparticulas de plata 20 nm (Figura 13 A) y el agente desinfectante b-xitral (Figura 13 B)
debido a que este explante al estar en contacto con la tierra es mas dificil desinfectar y los
reactivos cuentan con propiedades antibacterianas y antimicrobianas que ayudan a combatir

la contaminacién del medio.

Figura 13. Soluciones desinfectantes que se agregan directamente al medio. A) Solucién de
nanoparticulas de plata. B) Agente desinfectante b-xitral

Para poder realizar la siembra de explantes en los medios preparados previamente, fue
necesario desinfectarlos, y mas importante aun en el caso de Tradescantia orchidophylla
debido a que al ser una planta bulbosa sus hojas estan al ras de la tierra (Figura 14 A) y el
bulbo bajo tierra (Figura 14 B) por lo que la desinfeccion es esencial para mantener un
ambiente de cultivo libre de contaminantes microbianos y permitir el crecimiento adecuado.
Para los medios MS1, MS2, MS4 se utilizaron hojas (Figura 15 A) como explantes, mientras
que para el medio MS3 se utilizaron bulbos (Figura 15 B).
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Figura 15. Explantes de Tradescantia orchidophylla. A) Hojas como explante. B) Bulbos como explante.

Para la desinfeccion de hojas y bulbos de T. orchidophylla se sigui6 la metodologia descrita
en desinfeccion de material vegetal mencionado anteriormente. Lo Unico que se varid es que
en el caso de los bulbos, se adicioné el fungicida Alliete (1g/L) y, en lugar de permanecer 24

horas en bactericida y fungicida como las hojas, los bulbos duraron 48 horas.

En el caso de los explantes de hojas de los medio MS1, MS2 y MS4, después de los enjuagues
se prosiguio a cortar la hoja en un vidrio de corte con ayuda de un bisturi (Figura 16 A) y
sembrar (Figura 16 B). Se asegurd que cada vez que se cortara una nueva hoja se desinfectara
la placa de vidria flameandola, y se flamearan también las pinzas y bisturi cada que se

cambiara de hoja.

Figura 16. Corte y siembra de explante de hojas. A) Corte de explantes de hoja de alrededor 1 cm?. B)
Siembra de explantes en medio.
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En el caso del medio MS3, al tratarse con bulbos se decidio hacer un subexperimento donde
en 10 frascos de vidrio se coloco el medio normal (Figura 17 A) y en otros 10 frascos antes
de que gelificara se agrego el bactericida b-xitral al 1% (Figura 17 B) para determinar si habia
un cambio en el medio. Después de realizar los enjuagues con agua destilada, se prosiguié a
cortar el bulbo en tres partes a lo largo y se sembraron en los medios, asegurando flamear

cada cambio de explante.

Figura 17. Siembra de explante de bulbo. A) Siembra en medio sin bactericida b-xitral. B) Siembra en
medio con bactericida b-xitral.

En el caso de los medios MS1 'y MS2, en los cuales se empledé medio MS suplementado con
vitaminas y PPM, no se observaron diferencias al utilizar concentraciones de 100 mL/L
(Figura 18 A) y 50 mL/L (Figura 18 B). Ambas concentraciones, a los 8 dias de ser sembrados
con explantes (hojas) empezaron a presentar contaminacion por hongo. Después de 52 dias,
se encontrd que de los 20 botes con medio MS1 que contenian 80 hojas, solo 8 no mostraron
contaminacion, aunque tampoco se formé callo. De manera similar, en los 20 botes con
medio MS2, que contenian 80 hojas, solo 12 no presentaron contaminacién, sin embargo,

tampoco se forma callo.

Figura 18. Contaminacién del medio MS con vitaminas y PPM sembrado con explantes de hojas. A)
Medio MS1 B) Medio MS2.
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En el medio 3 (MS3), en el cual se utilizé medio MS adicionado con fitohormonas BAy AIA
y sembrado con explantes, se observé el mismo comportamiento que en los medios
anteriores. A los 8 dias ya se encontraban los explantes contaminados por hongo, solo que a
diferencia de MS1 y MS2, este tuvo una mayor contaminacion por lo que a los 52 dias se

encontré que los 20 botes fueron contaminados por hongo (Figura 19).

Figura 19. Contaminacién de medio MS3: Medio MS con fitohormonas BA y AIA sembrado con
explantes de hojas.

Se optd en el medio 4 (MS4), medio MS con fitohormonas y nanoparticulas de plata, realizar
un ensayo adicional para determinar el efecto del bactericida b-xitral en el crecimiento de T.
orchidophylla. Por lo tanto, se prepararon 10 botes de dicho medio con el bactericida y 10
botes sin el bactericida. Después de 8 dias, todos los frascos con medio sin bactericida se
contaminaron mientras que de los frascos de medio con bactericida solo se contaminaron 2
botes de 10. Ademas, como se observa en la Figura 20, es mucha la diferencia del tamafio de
hongo que crecid en el mismo lapso de tiempo en el medio sin (Figura 20 A) contra el medio
con b-xitral (Figura 20 B). Después de 42 dias en la incubadora, 8 de los botes con explante
de bulbo con bactericida en el medio se quedaron libres de contaminacién, pero no se observo

ningun cambio del dia 0 al dia 42.
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Tabla 11. Composicion del medio de cultivo SH [32]

SH se utilizaron explante de hoja de Tradescantia orchidophylla.

Figura 20. Contaminacion de medio MS4: Medio MS con fitohormonas y nanoparticulas de plata
sembrado con explantes de bulbo. A) Medio sin bactericida b-xitral. B) Medio con bactericida b-xitral.

Compuesto | Concentracién (mg/L)
Macroelementos
Nitrato de potasio 2500.0
Sulfato de magnesio 195.4
Cloruro de calcio 151.0
Fosfato monobasico de amonio 300.0
Microelementos
Acido borico 5.0
Cloruro de cobalto 0.1
Sulfato clprico 0.2
Yoduro de potasio 1.0
Molibdato de sodio 0.1
Sulfato de zinc 1.0
Hierro
Sulfato ferroso 15.0
Etilendiaminotetraacetato de sodio 20.0
Vitaminas
Tiamina HCI 0.50

Después, se decidié utilizar el medio SH debido a que es eficaz para la propagacion y cultivo
de tejidos de ciertas especies. Se ha visto que algunas especies responden mejor al medio SH
que al MS debido a que tiene menor cantidad de sales y nutrientes [32]. Debido a que para el
presente PAP no se tenia preparada la solucion del medio SH, se realiz6 desde cero siguiendo
la lista de compuestos en la Tabla 11 para 1.0 L. Se prepararon por separado las soluciones

stock de medio SH, vitaminas y microelementos. Es importante recalcar que para los medios
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Piridoxina HCI 0.05
Acido nicotinico 0.50
Myo-inositol 100.00

Como quinto medio utilizado para la micrpropagacion de T. orchidophylla se utilizd medio
SH al que se le agregaron las hormonas, la sacarosay el agar, asi como se ajustoé el pH (Tabla
12 SH1). La preparacion del medio siguid con el orden de colocar el medio SH en un vaso
de precipitado sobre una plancha de agitacion, después se le agregaron la sacarosa y las
hormonas. De ahi se aford a 250 mL y se ajustd el pH a 5.8. Seguidamente, se agrego el agar,
se disolvio en el microondas y se esterilizo en la autoclave. Una vez esterilizado el medio, se
le agregd, dentro de campana de flujo laminar, el bactericida b-xitral, se vertié en 12 cajas

Petri, y se sellaron.

Tabla 12. Composicion de medio para organogénesis con medio SH

Compuestos SH1 SH 2
Medio SH 250 mL/L 250 mL/L
Sacarosa 30 g/L 30 g/L
BA® 2 mg/L 2 mg/L
2,4-DP 3 mg/L 3 mg/L
ANA°® 2 mg/L 2 mg/L
Agar 8 g/L 8 g/L
pH 5.8+ 0.02 5.8+ 0.02
Bactericida b-xitral 0.5% 1%
Nanoparticulas de plata 0 mL/L 10 mL/L

a: 6-Benciloaminopurina

b: 2,4-Diclorofenoxiacético

c: Acido naftalenoacético

Como sexto medio (SH2), al medio SH se le agregaron hormonas y bactericida b-xitral. Se
aford a 250 mL, se ajusto el pH y en campana de flujo laminar se agregaron nanoparticulas
de plata al medio (Tabla 12 SH2). Esto para lograr un nivel mas alto de desinfeccion al medio

tal como se realiz6 en el medio MS4.

En el caso del medio SH1, medio SH adicionado con fitohormonas, ademas de los enjuagues
realizados, se realizd un enjuague extra utilizando el bactericida b-xitral al 0.5%. Después se
siguieron los pasos igual que el medio MS1 para sembrar. Una vez sembrados en las 11 cajas
Petri se colocaron en la incubadora, pero se colocaron en una caja para que estuvieran en
oscuridad por 2 dias. Transcurriendo esos dias, se sacaron de la caja y se expusieron a la luz
de la incubadora. Sin embargo, al dia 3 se empez6 a observar una contaminacion en los

explantes (Figura 21 A), por lo que se decidié cortar en campana de flujo laminar (con el
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flujo laminar apagado) el pedazo de agar donde se encontraba la hoja contaminada esperando
que evitara la contaminacion de toda la Placa. Sin embargo, 5 dias después de cortar el agar
se encontr6é que la contaminacion por hongo se esparcié a las demas hojas en la caja Petri

(Figura 21 B). Obteniendo de un total de 55 explantes de hojas, 14 no contaminadas.

Figura 21. Contaminacion de medio SH1: Medio SH con fitohormonas 2,4-D, BA 'y ANA, sembrado con
explante de hoja. A) Dia 3 de siembra. B) Dia 8 de siembra.

El caso del medio SH2, se distingui6 de los medios anteriores porque no se desinfectaron las
hojas de T. orchidophylla con Bactrol y Captan antes de realizar los lavados con agua, cloro
y etanol al 70% descritos previamente. Consecuentemente, solo se introdujeron las hojas de
T. orchidophylla extraidas del invernadero a la campana de flujo laminar, donde se realizaron
lavados con jabdn comercial. Después se vertid y se agrego cloro al 3% por 10 min, se retird
el liquido y se realiz6 un enjuague con cloruro de mercurio al 0.1% por 10 min (que sustituye
al Bactrol y Captan). Una vez pasado el tiempo, se realizaron 3 enjuagues de agua destilada
estéril cada uno por 3 minutos. Después se corto la hoja en placa de vidrio con ayuda de
bisturi y pinzas como en los experimentos anteriores y se sembraron en 11 cajas Petri. De las
cuales, después de 9 dias solo 2 explantes se contaminaron, siendo el mejor medio hasta
ahora. Sin embargo, las demas hojas que se encuentran libres de contaminacién empezaron

a tomar una coloracion mas amarillenta (Figura 22).
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Figura 22. Medio SH2: Medio SH con fitohormonas, nanoparticulas de plata y bactericida b-xitral,
sembrado con explante de hoja. A) Dia 0 de siembra. B) Dia 9 de siembra.

1.6. Valoracién de productos, resultados e impactos

Experimento 1: Germinacion de semillas de Tigridia pavonia

El experimento se centra en los impactos de distintos tratamientos de luz en el proceso de
germinacion de semillas de T. pavonia y S. lycopersicum. La eficacia de la germinacion de
semillas se ve afectada por la calidad de luz, considerando aspectos como longitud de onda
y duracién de la exposicién. En el caso de S. lycopersicum se observo que la maxima tasa de
germinacion (30%) se logré con la luz azul, seguida de naranja (20%), verde (10%), amarillo
(10%), morado (10%) vy el grupo control (10%). En contraste, el color rojo mostré ser el

menos efectivo, ya que no generd ninguna germinacion en el lapso de 24 dias (Tabla 5).

Estos resultados no concuerdan con investigaciones previas, como la llevada a cabo por
Abdullateef y Osman [33], quienes concluyeron que la luz roja (660 nm) ejercia una
influencia positiva en la germinacion de semillas Stevia rebaudiana. Asimismo, los
resultados de este PAP contradicen los resultados obtenidos por Lal y Sachan [34], quienes
encontraron que la luz roja también resultaba ser la més efectiva, logrando un 98% de

germinacién en 84 horas de exposicion en Vigna unguiculata.

Se ha documentado previamente por Jala [35], en el caso de Nepenthes mirabilis, que las
semillas expuestas a la luz blanca y roja exhibieron germinacion mas temprana. A pesar de
este patron no concordar con S. lycopersicum, si se asemeja a lo observado en T. pavonia
donde las semillas exhibieron tasas de germinacion al ser expuestas a luz verde (40%), luz
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roja (30%) y luz blanca (control) (20%), mientras que los demas colores no mostraron

germinacion en el lapso de 24 dias (Tabla 5).

Esto indica que S. lycopersicum no es la planta modelo ideal para representar el efecto de las
distintas longitudes de onda de luz en la germinacién de semillas de T. pavonia debido a que
mostraron resultados muy distintos. Esto puede deberse a que el S. lycopersicumy T. pavonia
son plantas muy diferentes, tanto en términos de su clasificacion botanica como en sus
caracteristicas de crecimiento y reproduccién. S. lycopersicum tiene un ciclo de vida
relativamente corto y se reproduce a partir de semillas, mientras que T. pavonia tiene ciclos
de vida més largos y se reproduce tanto por semillas como por bulbos. Dado que estas dos
plantas tienen diferencias significativas en su biologia y ciclo de vida, el jitomate no seria
una eleccion adecuada como planta modelo para representar la germinacion de Tigridia
pavonia. Seria mas preciso seleccionar una planta que sea mas similar en términos de
estructura y proceso de crecimiento para representar adecuadamente la germinacion de
Tigridia pavonia. Se recomienda la realizacion de estudios adicionales que se centren
especificamente en plantas de la familia Iridaceae, a la cual pertenece Tigridia. Esto
permitiria obtener una comprension mas detallada de como los diferentes colores de luz

afectan el proceso de germinacién en este grupo de plantas en particular.

Experimento 2: Evaluacién del nivel de ploidia en Sprekelia formosissima

Las alteraciones en el nivel de ploidia, segun Wendel [36], ofrecen mayor flexibilidad en los
procesos y cambios quimicos, fisiolégicos y morfolégicos, facilitando una adaptacion méas
exitosa y competitividad con otras plantas en su entorno. La ploidia se refiere a la cantidad
de cromosomas en las células somaticas, y en las plantas, se espera variacion en este nimero
en relacion con el material genético presente. En el caso de Sprekelia formosissima, se
identificd una correlacion negativa entre el nivel de ploidia y la cantidad de cloroplastos por
célula guarda en los estomas, indicando que las plantas con un menor nimero de cloroplastos

presentan un incremento en la ploidia.

En el estudio realizado por Soto [37], se encontrd que en Solanum tuberosum hay una

correlacion positiva entre el nivel de ploidia y la cantidad de cloroplastos por célula guarda,
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donde entre mayor ploidia, mayor nimero de cloroplastos por célula guarda. Esto coincide
con el estudio realizado por Krishnaswami y Andal [38] en Gossypium spp., donde se
concluyd que las plantas presentaban una correlacion positiva entre el nivel de ploidia y el
numero de cloroplasto. Estas observaciones de otras plantas indican que, aunque vinculadas
a otras especies, respaldan que con el aumento de los niveles de ploidia se produce un cambio

en el numero de cloroplastos.

Es relevante sefialar que esta relacion no fue identificada en el presente estudio ni en el
estudio realizado por Castafieda-Nava et al. [26], donde se encontr6 una correlacion negativa
en Dioscorea spp. Es fundamental tener en cuenta que la poliploidia puede afectar el
crecimiento y desarrollo de las plantas, y las plantas con mayor ploidia se han utilizado como
una estrategia eficaz para incrementar la produccion de compuestos con funciones de
metabolitos secundarios, los cuales mejoran las caracteristicas morfoldgicas. Chong y Ozias-
Akins [39], consideran que el conteo de cloroplastos en células meristematicas es un método
claro y definitivo para la determinacion de niumero de cromosomas y nivel de ploidia de una

especie.

Experimento 3: Analisis citogenético de Tradescantia orchidophylla

La preparacion de cromosomas es un factor clave en experimentos FISH y para poder
cariotipar. Debido a que cada especie vegetal presenta variaciones en los tamafios
cromosomicos y componentes intracelulares, puede influir en la técnica para preparar
cromosomas [40]. Al seguir la metodologia descrita por Rodriguez-Dominguez et al [28], se
obtuvieron cromosomas muy juntos, ya que en el caso de cromosomas numerosos de gran

tamanio tienden a solaparse complicando el recuento.

Se ha encontrado en investigaciones que el uso de una solucion hipoténica es fundamental
para obtener cromosomas dispersos de alta calidad y se ha sido utilizado en la citogenética
vegetal [41]. Sin embargo, en el presente PAP se omitié tratamiento hipotonico debido a que
en trabajos anteriores del Dr. Rodriguez [28] [42] donde se realizé esta metodologia, no fue

utilizado el tratamiento y se pudo obtener buena dispersion cromosémica. Sin embargo, la
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omision de un tratamiento hipoténico pudo ser un factor que influyera en los resultados de

este experimento.

La evaporacion del metanol en el procedimiento para el analisis citogenético permite que el
acido acético reaccione con el agua y las proteinas celulares, provocando el hinchamiento de
la célula y contribuyendo al aumento de la dispersién cromosémica. Ademas, el vapor
generado por un bafio de agua proporciona la humedad y temperatura necesarias para la
dispersion cromosomica en especies vegetales [22]. Siguiendo el protocolo, después del bafio
de agua, se agrega nuevamente acido acético para garantizar la dispersion cromosomica y
obtener metafase de alta calidad. Es relevante sefialar que algunos investigadores han
reportado que el acido puede afectar la estructura y la conformacion del ADN [43].

Experimento 4: Micropropagacion por explante de Tradescantia orchidophylla

En el afio 1897, Tradescantia orchidophylla fue descubierta y se encuentra exclusivamente
en los estados de Colima, Guerrero, Jalisco y Michoacan [44]. A pesar de su antigiiedad y la
singularidad de su distribucion geografica, no se han llevado a cabo investigaciones
orientadas al mejoramiento genético o la comercializacion de esta especie desde su
descubrimiento. Dada su particularidad de florecer Unicamente una vez al afio, durante el
verano, se vuelve esencial encontrar el medio ideal para su propagacion in vitro. Esto no solo
permitiria un estudio mas detallado de la planta, sino también su reproduccion masiva,
contribuyendo asi a su conservacion y posiblemente a su reintroduccion en ambientes

controlados.

En el presente PAP, se exploraron 5 medios distintos para la propagacion Tradescantia
orchidophylla a través de la organogénesis indirecta. No obstante, no fue posible desarrollar
el medio 6ptimo debido a la limitacion de material vegetal para continuar con experimentos
adicionales. En contraste, en un estudio previo llevado a cabo por Scaramuzzi et al. [45] ,se
investigaron Tradescantia fluminensis y Tradescantia pallida utilizando tres medios
diferentes (MS basal, MS con AIA, MS con AlA y BA). Aunque no se observé la formacion
de callos en ninguno de los medios, se obtuvieron yemas, una respuesta que no se replico en

nuestro caso. Cabe destacar que el medio més eficaz en ese estudio fue el MS basal (sin
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fitohormonas), generando explantes con un mayor porcentaje de formacion de yemas. Es
relevante sefiala que la divergencia entre el trabajo de Scaramuzzi et al. [45] y el presente
estudio radica en el tipo de explante utilizado, ya que en nuestro caso se utilizaron hojas a
diferencia del estudio donde utilizaron tallos. Esta diferencia en el material vegetal puede
influir significativamente en los resultados obtenidos debido a las variaciones inherentes en
la respuesta de diferentes partes de la planta a los medios de cultivo. Debido a que
Tradescantia orchidophylla carece de tallos, se optd por utilizar hojas y bulbos como

explante.

Los resultados de la experimentacion que el empleo del medio SH con fitohormonas,
nanoparticulas de plata y bactericida b-xitral permitio tener de poca a nula contaminacién en
los explantes de T. orchidophylla, sin embargo, las hojas se volvian de color amarillento. La
decoloracion de las hojas puede atribuirse a diversos factores. Uno de ellos podria ser el
desequilibrio en la composicion de nutrientes en el medio de cultivo. Es importante recalcar
que la formacion de callo esté fuertemente influenciada por el tipo de explante y la presencia
de hormonas [46], por lo que podria ser necesario ajustar las concentraciones de hormonas

para observar respuestas diferentes.

En el estudio de Aguilera-Arango et al.[47], se encontré que adicionar carbén activado al
medio favorece la formacion de callos y evita la oxidacién de tejidos. Segun Steinmacher et
al. [48], uno de los desafios méas recurrentes en la propagacion in vitro es la oxidacion de
tejidos, lo que representa una limitacion significativa para el establecimiento de un protocolo
efectivo de regeneracion vegetativa. Con el propdsito de mitigar los problemas de oxidacién
in vitro, se suele incorporar el carbon activado al medio, buscando asi reducir o eliminar
compuestos indeseables y mejorar las respuestas morfogénicas de los explantes, por lo que

se podria adicionar al medio para mejorar la callogéenesis.
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1.8. Anexos generales

No se cuentan con anexos.

2. Productos

Ficha descriptiva: Informacion de la correlacion de células estomas con nivel de ploidia

Nombre y codigo del PAP

4G03 Programa de Apoyo a Centros de
Investigacion Externos |

Nombre del proyecto

Micropropagacion y estudios citogenéticos
de especies de bulbosas mexicanas en el
CIATEJ

Descripcion (qué es, para quién se realizo y
para qué es):

Informacion sobre la correlacién de células
guardas, tamafio de estomas, asi como
fotografias de los estomas Sprekelia
formosissima a diferentes ploidias. Esta
destinada a ser usada por el CIATEJ.

Autores:

Alexandra Arenas Lozoya

Ficha descriptiva: Efecto de longitudes de onda de luz sobre germinacion de semillas

Nombre y cédigo del PAP

4G03 Programa de Apoyo a Centros de
Investigacion Externos |

Nombre del proyecto

Micropropagacion y estudios citogenéticos
de especies de bulbosas mexicanas en el
CIATEJ

Descripcion (qué es, para quién se realiz0 y
para qué es):

Informacion sobre el efecto de las distintas
longitudes de onda de luz en la germinacion
de semillas de Tigridia pavonia. Esta
destinada a ser usada por el CIATEJ.

Autores:

Alexandra Arenas Lozoya
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3. Reflexion critica y ética de la experiencia

El RPAP tiene también como propdsito documentar la reflexion sobre los aprendizajes en
sus multiples 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 Sensibilizacién ante las realidades

Durante el desarrollo del PAP, comprendi la importancia de la biotecnologia como una
herramienta para abordar desafios, tales como la micropropagacion de diversos bulbos. En
este contexto, me enfoqué en contribuir a la resolucién de problematicas regionales,
especificamente en el &mbito de la micropropagacion de bulbos, visualizando la oportunidad
de reducir costos, aumentar la disponibilidad de material vegetal y estudiar la genética de las
variedades de intereés.

Paralelamente, experimenté frustracion al enfrentar desafios con la pérdida de material
vegetal, ya sea por problemas de contaminacion o por la escasez de este, lo que impulso la
realizacion de experimentos adicionales y la culminacion de otros. Observé cémo la
disponibilidad y el crecimiento del material vegetal influyen en el desarrollo de proyectos, lo
gue me permiti6 comprender la perspectiva de los productores que dependen de estos

recursos para llevar a cabo su venta.

Al comprender la esencia del problema, que se centra en la preferencia por plantas
ornamentales locales sobre las importadas, mi perspectiva sobre la relevancia de mi trabajo
ha evolucionado. Debido a que anteriormente no le daba importancia ni lo veia como un
problema, pero se volvio evidente de como nuestras acciones pueden impactar directamente

en la preservacion de la biodiversidad y en la promocién de la flora autéctona.

A pesar de los desafios, destaco la importancia del respeto y la responsabilidad en el entorno
de trabajo, subrayando la necesidad de mantener un ambiente de laboratorio limpio y seguir
protocolos rigurosos para evitar interferencias en la investigacion de los demés. Ademas, he

tomado conciencia de la relevancia de la comunicacion en el ambito cientifico. En varias
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ocasiones, me encontré confundida sobre el uso de equipo o la ejecucion de la metodologia,
y al plantear preguntas a mis compaferos lograron resolver mis dudas. Estas interacciones
no solo fueron esenciales para mi aprendizaje, sino que también se ve reflejado el valor de la

comunicacion en el proceso de investigacion.

3.2 Aprendizajes logrados

Al comienzo del PAP, me enfrenté al desafio de aprender a utilizar la técnica de SteamDrop
para lograr una dispersién cromosomica. No solo fue necesario adquirir conocimiento sobre
la técnica, sino también investigar cada paso para comprender su razon y tener la capacidad
de modificar el protocolo segun las particularidades de la especie. Cada ajuste significaba
una mejora en la visualizacion de los cromosomas. Sin embargo, debido a la limitacion de
material vegetal, no fue posible continuar modificando el protocolo para obtener el resultado
final deseado.

Durante este proceso, adquiri conocimientos valiosos sobre la relacion de ploidia y la
cantidad de estomas, asi como la influencia de la longitud de onda en la germinacion de
semillas. Ademas, descubri los estudios citogenéticos, desde entender los conceptos

fundamentales, su importancia y dominar la técnica.

Una gran leccion que me llevo es la importancia de la paciencia en la realizacion de los
experimentos. A diferencia de mi experiencia previa en los laboratorios de materias, donde
la falta de resultados no tenia mayores consecuencias, aqui aprendi la necesidad de persistir
y seguir intentando. Este desafio fue considerable, especialmente al observar el éxito de mis
compafieros, lo que generaba momentos de frustracion. No obstante, el Dr. José Manuel me
recordaba que cualquier avance en estos estudios tenian un peso considerable, ya que nadie

mas lo habia logrado; de esta manera, cualquier descubrimiento se volvia significativo.

Estas experiencias en el laboratorio me ayudaron mucho a crecer tanto profesional como
personalmente. Ampliaron mis conocimientos en el area de cultivos de células y tejidos
vegetales, proporcionandome una comprension mas profunda de la teoria, uso de equipos y

reactivos.
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ElI PAP concluyo con la realizacion de procedimientos de citogenética tradicional,

micropropagacion, creacion de nuevos medios de cultivo, andlisis de ploidia, familiarizacion

con la técnica de cuantificacion de ADN ribosomal. Estos logros han fortalecido mis

habilidades y conocimientos, marcando un momento significativo en mi desarrollo

académico y profesional. Aprendi sobre mis competencias ya desarrolladas y las que me

faltan por desarrollar. Considero una valiosa oportunidad para reflexionar acerca de nuestras

habilidades y aprovecharlas en vez de compararme con los demas. Fue algo nuevo tener que

trabajar por mi cuenta, ya que estaba acostumbrada a tener un equipo de apoyo en las clases

con los que contaba para realizar las practicas de laboratorio.

3.3 Inventario de competencias Inicial (ingreso del PAP) e Inventario de

competencias Final (salida al PAP).

Categoriza
las
competenc
ias en
conocimie
ntos,
habilidade
Sy
actitudes.

Escribe la
o las
evidencias
de cada
competenc
iaysu
relevancia.

para verificar si
son
congruentes.

podria mejorar el
experimento.

observacion de
€romosomas.

. . . Relevancia/ Competencias Competencias
Competencia Evidencia Co
Fortaleza nuevas potencializadas
Actualizaci | Reconozco Al estar informada | Elaboré Fortaleci la
on del | cuando no | de las | correctamente deteccion y
conocimien | poseo actualizaciones me | solucién stock de | conteo de
to. conocimientos | seria mas facil dar | medio SH. cromosomas en
en algun ambito | opiniones 0 microscopio.
y busco la | modificaciones a
forma de | los métodos.
eliminar esa
brecha.
Manejo de | Poseo interés | Al tener el | Desinfecte Fortaleci mi
tecnologias | por manejar las | incentivo de | explantes  con | habilidad de
- tecnologias aprender el uso de | PPM, realizacion  de
g necesarias para | programas y | nanoparticulas medios
& el desarrollo del | herramientas de plata,
g proyecto. especificas para el | bactericida
= trabajo puedo | b.xitral y cloruro
& lograr mayor | de mercurio.
eficiencia y
eficacia en los
procesos.
Anélisis Poder analizar | Poder hacer | Elaboré Fortaleci mi
estadisticoe | los resultados y | discusiones de los | laminillas  con | habilidad de
interpretaci | compararlos resultados y | ADN extraido de | tolerancia a la
on de datos. | con la teoria | proponer como se | las raices para | frustracion

debido a que a
pesar de muchas
limitaciones vy
complicaciones

logré llevar
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adelante el
proyecto.
Control de | Manipular las | Poder  manipular | Observé de
variables variables en | las variables para | cloroplastos en
como pH, | cada caso de | poder obtener | el microscopio.
temperatura | estudio para ver | mejores resultados
y agitacion | como afectan. y Ver como se ve
en afectado el
procesos. experimento.
Puedo Mantengo el | Propondria
adaptarme a | mismo nivel y | acciones ante los
los cambios | ritmo de trabajo | cambios para
del entorno. | pese a los | transformar las
cambios. debilidades en
fortalezas y sabria
aceptar
positivamente los
cambios.
Capaz de | Actlo con | Logro que los
tomar la | determinacion | objetivos se lleven
iniciativa y | y decision para | a cabo.
anticiparme | alcanzar metas.
a las
., Situaciones
< diarias,
£ planificand
= 0amediano
Ty largo
plazo.
Negociacié | Soy capaz de [ Manejar  técnicas
n lograr acuerdos | de negociacion.
satisfactorios.
Planificaci6 | Voy realizando | Priorizaria las
n un seguimiento | tareas y el
de la | cumplimiento de
planificacién y | metas
corrigiendo los | desarrollandolos a
errores. lavez que el trabajo
en equipo.
Trabajo en | Apoyo las | Complementaria
equipo. acciones de | las habilidades
otras areas y | propias con los
equipos. demas.
Asumo con | Cumplo  con | Logro un equilibrio
responsabili | mis entre mis intereses
dad los | obligaciones personales y
objetivos y | laborales segln | obligaciones
¢l compromis | las que me | laborales.
g os. asignen.
= Puedo Escucho Ofrezco una
< conectarme | activamente al | relacion calida
con otras | otro. donde comprendo
personas 'y los sentimientos y
respondo necesidades del
adecuadam otro.
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ente a las
necesidades
de los otros.

Entre los talentos que poseo, destaco mi destreza en el laboratorio, que incluye desde la
manipulacion de microorganismos hasta la ejecucion de investigaciones para el desarrollo de
productos. Ademas, cuento con una gran comprension cientifica, permitiéendome analizar y
comprender procesos biol6gicos a nivel molecular. Mi habilidad para analizar datos,
empleando herramientas bioinformaticas, asi como mi pensamiento critico, son también

aspectos que aporto.

Este conjunto de habilidades lo pongo al servicio de la sociedad con un compromiso ético.
Considero las implicaciones éticas y sociales de los avances cientificos, tomo en cuenta los
impactos medioambientales y busco compartir conocimientos con la comunidad mediante la
educacion y la divulgacién cientifica. Ademas, durante mis investigaciones, me aseguro de

citar adecuadamente a otros investigadores, respetando la integridad académica.

En el transcurso del proyecto PAP, desarrollé nuevas competencias, como la desinfeccién de
explantes y la elaboracion de medios de cultivo. También potencialicé habilidades existentes,
incluyendo la deteccion de cromosomas, la tolerancia a la frustracién y la preparacion de
medios de cultivo. Estas habilidades adquiridas no solo fueron cruciales para el éxito del
proyecto, sino que también contribuyeron significativamente a mi desarrollo profesional,

enriqueciéndome con conocimientos valiosos.
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