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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 (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 “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 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 Estandarizacion e implementacion de un protocolo de propagacion y enraizamiento
para Persea americana tiene como objetivo establecer el protocolo de propagacion y
enraizamiento de Persea americana in vitro. Para lograr este objetivo general, se
establecieron tres objetivos especificos: Definir un protocolo exitoso para el establecimiento
in vitro de P. americana, lograr la induccion de raices en explantes pretratados de P.
americana y disminuir el nimero de contaminaciones en el establecimiento in vitro de P.

americana.

Se analizo el efecto de un medio de enraizamiento formulado con &cido indol butirico y agar
en la generacion de raices. Ademas, se estudié el efecto del almacenamiento prolongado del
germoplasma en el éxito de su establecimiento in vitro. También se analizd el
comportamiento de dos variedades diferentes de P. americana, Duke7 y raza mexicana, bajo

las mismas condiciones de cultivo.

Los resultados indican que un medio de enraizamiento formulado con mayor cantidad de agar
y con presencia de acido indol butirico es el ideal para la induccidn de raices en P. americana.
Asimismo, se encontrd que el almacenamiento del germoplasma no tiene repercusion a la

hora de su establecimiento.

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) es un centro de investigacion y desarrollo tecnoldgico e innovacion que ofrece
servicios tecnolégicos y formacion de recursos humanos especializados a través de pasantias
y posgrados. El centro cuenta con una trayectoria de mas de 40 afios en los sectores
agropecuario, alimentos y bebidas, salud animal y humana, medio ambiente y energia

sustentable.

El proyecto que se desarrollara en el CIATEJ es del tipo experimental con los siguientes
objetivos:
Objetivo General

e Establecer el protocolo de propagacion y enraizamiento de Persea americana in vitro.
Obijetivos Especificos

e Definir un protocolo exitoso para el establecimiento in vitro de Persea americana.

e Lograr la induccidn de raices en explantes pretratados de Persea americana.

e Disminuir el nimero de contaminaciones en el establecimiento in vitro de Persea

americana.

1.1 Entendimiento del ambito y del contexto

El mercado del aguacate no ha hecho méas que crecer en los Gltimos afios y se espera que sea
de 13.97 billones con un 7.2% de crecimiento para el afio 2030 [1]. México es el productor
del 40% del aguacate del mundo y Michoacéan, por su parte, es el productor del 70% del
aguacate de Meéxico [1], esto hace imperativo encontrar maneras mas eficientes de
producirlo. El aguacate, a nivel comercial, se produce mediante un arbol injertado
(usualmente con la variedad Hass) que utiliza la robustez de los portainjertos para crecer mas
rapidamente y ser mas resistente a condiciones climaticas adversas, asi como frente a plagas,
por lo que son dos las variedades de aguacate las que deben ser reproducidas: el portainjerto
(criollo, raza mexicana, Duke 7, etc.) y el injerto que fructifica (Hass) [2] .

Actualmente el uso de plantulas desde semilla como porta injertos, produce una gran

variabilidad en cuanto a produccion, vigor y tolerancia. Esto hace que se busquen alternativas



clonales como la micropropagacion, sin embargo, el aguacate es conocido por ser una planta
lefiosa particularmente dificil de micropropagar [3]. EI método comercial actual conocido
como franqueamiento es costoso y lento, ya que requiere injertar una plantula de invernadero
que se sometera a etiolacion del brote a enraizar. Este proceso no es 100% efectivo ya que
presenta un 35% de muerte en el injerto (solo el portainjerto sobrevive lo cual es

comercialmente inatil) [4].

Una de las principales razones para la busqueda de técnicas de micropropagacion es la
resistencia de las variedades clonadas mejoradas a plagas que afectan el cultivo del aguacate.
Una de las plagas mas importantes a nivel mundial, es la podredumbre de raiz causada por
los diversos patdgenos del género Phytophthora [5], del cual Phytophthora cinnamomi es
considerada como una de las 100 especies invasoras mas dafiinas del mundo, y la enfermedad
mas comun en el cultivo del aguacate. Este oomiceto es increiblemente dificil de erradicar
ya que tiene la capacidad de formar esporas y ademas tiene una capacidad saprofita
importante lo que le perime vivir en los suelos por mas de 7 afios sin ninguna planta que
infestar [6]. Ademas del control bioldgico y el uso de fungicidas, uno de los métodos con
mas éxito para hacer frente a la enfermedad es la utilizacion de portainjertos clonales que
sean resistentes a ella, por lo que es de vital importancia establecer métodos de reproduccion
clonal como la micropropagacién por yemas que se utiliza en el presente PAP.

El método de micropropagacion por yemas es uno de los mas usados por su alta estabilidad
genética con minimas mutaciones o0 quimeras, en este método la etapa de establecimiento es
la més importante debido al fracaso ya sea por la oxidacion fendlica de tejidos, la
contaminacion microbiana, la baja viabilidad/rebrote, etc. [7]. Este método de clonacién es
muy efectivo para la produccidn en masa de especies lefiosas como el aguacate. Si se lograse
establecer un método con este aumento de produccion, eso significaria mayores ingresos, asi

como mayor competitividad para los productores nacionales de aguacate.

En México, si bien Michoacan es el mayor estado productor del pais, Jalisco cuenta con 10
municipios productores de aguacate como puede observarse en la figura 1, los cuales son

exportadores a través de la APEAM (Asociacion de Productores y Empacadores



Exportadores de Aguacate de México), la cual coordina las relaciones entre los Estados
Unidos y México para la exportacion de este producto. Segin la APEAM existen 34,857
productores nacionales que exportan 962 mil toneladas a Estados Unidos y 138 mil toneladas

a otros destinos como Japon o Canada tan solo en el afio 2023 [8].

Con estas cifras tan solo podemos imaginar el impacto econdmico que tendria un aumento
de produccion por mas minimo que sea en los municipios productores, asi como en el
Producto Interno Bruto (PIB) nacional. El flujo de dinero ademas podria promover una

cultura de cultivo sustentable que tanto se necesita en este caso en particular.
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Figura 1. Municipios productores de aguacate en Jalisco [8].



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 Ciencia 'y Tecnologia (Conacyt). Desde hace mas de 40 afios, el Centro
ha realizado actividades de Investigacién, Desarrollo Tecnoldgico e Innovacion, ademaés de
ofrecer servicios tecnoldgicos y de formacion de recursos humanos especializados con
programas de posgrado (maestrias y doctorados), educacion continua (capacitacion) e
iniciacion a la investigacion (estancias y tesistas de pregrado). Todo ello para 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 [9].

Mision y vision

ElI CIATEJ es un Centro Publico de Investigacion del CONACYT que impulsa 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 [9]. Su vision es
ser una organizacion que fomenta el conocimiento e innovacion tecnoldgica, a través de redes
de colaboracion nacionales e internacionales y alianzas con los sectores publico y privado

para contribuir | desarrollo sostenible de la sociedad [9].

El presente PAP se desarrolla en la subsede del CIATEJ localizada en el Camino Arenero
1227, El Bajio, 45019 Zapopan, Jalisco. El proyecto se ubica en el area de biotecnologia
vegetal (liderada por la doctora Antonia Gutiérrez Mora) y se encuentra bajo la supervision

del Dr. Juvencio Castafieda Nava.



1.3 Identificacion de la(s) problematica(s)

Actualmente existe una creciente demanda por el fruto de Persea americana mejor conocido
como aguacate, que se envia por toneladas Unicamente a nuestro mayor socio comercial
Estados Unidos de América. Esta creciente demanda ha ocasionado una carestia y el aumento
de precios de este preciado fruto, ya que por el momento solo existe un método asexual de
propagacion que se utiliza comercialmente el cual es laborioso, caro y lento. Este proceso
conocido como franqueamiento ha sido utilizado por mas de 50 afios, pero actualmente ya
no es suficiente para cubrir las necesidades del mercado [10].

Por el momento se han buscado alternativas para la reproduccion comercial de Persea
americana, descartando la utilizacion de semillas por su alta variabilidad genética (y por ende
diferentes caracteristicas en el fruto), asi como el de la micropropagacion in vitro debido a la
falta de un protocolo que evite la necrosis del tejido ya que los fenoles producidos por la
propia planta. Ademas, se considera a todas las plantas lefiosas, como Persea americana,
recalcitrantes al cultivo in vitro porque tienen una baja capacidad morfogenética en plantas
adultas comparadas con plantas jovenes [10].

1.4. Planeacion de alternativa(s)

Existen muchos métodos de micropropagacion vegetal, tales como organogénesis, cultivo de
meristemos, embriogénesis somatica, cultivo de anteras, cultivo de protoplastos vy
proliferacion de yemas. Cada uno de estos métodos tiene sus ventajas y predilecciones
dependiendo de lo que se desee hacer, pero en este Proyecto de Aplicacion Profesional
(PAP), se opto por el método de proliferacion de yemas debido a su baja variabilidad genética
y su alto rendimiento ya que se obtienen méas brotes por ciclo de cultivo lo que la hace la

técnica predilecta para produccion masiva comercial [11].
Proliferacion de yemas

Es una técnica de propagacion clonal que se usa mucho en especies forestales, consiste en
seleccionar tallos con muchas yemas, promover su desarrollo y alargamiento para después

separarlas y enraizarlas, formando asi nuevas plantas. En la figura 2 puede observarse el
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proceso general de recoleccion, desinfeccion de brotes, incubacion/proliferacion, trasplante
y enraizamiento para finalmente aclimatar plantas adultas de las que se obtendran nuevos
tallos con més yemas para repetir el ciclo [12]. Es importante notar que este método depende
en gran parte de la edad de los brotes que se utilicen, por lo que deben ser brotes terminales

jévenes para tener la mayor probabilidad de éxito [12].
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Figura 2. Descripcién general del proceso de proliferacion de yemas [12]

En la tabla 1 se muestra el plan de trabajo del presente PAP. Se especifican los recursos
humanos, materiales, y tecnoldgicos necesarios para cumplir cada actividad. Ademas, se
anota el tiempo requerido para llevar a cabo las actividades y la semana en la cual se planea

realizarlas.
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Tabla 1. Cronograma del proyecto
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Presentacion
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La tabla 2 muestra el significado de las abreviaturas utilizadas para referir los recursos

necesarios en cada actividad planeada.

Tabla 2. Abreviaturas de los recursos sefialados en el cronograma

Recurso
Abreviatur
a
As Asesoria con el Dr. Juvencio
Ca Campana de flujo laminar
Au Autoclave
Pe Pesticidas y agroquimicos
Mi Horno de Microondas
In Incubadora con luz para plantas in vitro

1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora

Las yemas y el tejido meristematico

El tejido meristematico es un componente critico de las técnicas de micropropagacion de
plantas ya que es un tipo de tejido indiferenciado que se encarga del crecimiento y desarrollo
vegetal. Esta presente en varias partes de la planta, incluidas las puntas de las raices, las
puntas de los brotes y el cambium. Esta caracteristica lo hace indispensable para técnicas de
micropropagacion de plantas, ya que tiene la capacidad de regenerarse y diferenciarse en

varios tejidos y 6rganos vegetales [13].
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Algunas técnicas de micropropagacion de plantas implican el uso de tejido meristematico
para producir un gran numero de plantas genéticamente idénticas, lo cual ha revolucionado
el fitomejoramiento al ser una herramienta importante para la conservacién de especies de
plantas raras y en peligro de extincion. Este tejido también se utiliza en otras técnicas de
micropropagacion de plantas, como la embriogénesis somatica y la organogénesis. La
embriogénesis somatica implica la regeneracion de embriones a partir de células somaticas,
mientras que la organogénesis es la regeneracion de érganos a partir de tejido meristematico
[14].

El uso de tejido meristematico en técnicas de micropropagacion de plantas tiene varias
ventajas. En primer lugar, permite la produccion de un gran nimero de plantas genéticamente
idénticas, lo cual es importante para el fitomejoramiento, ya que favorece la seleccion de
caracteristicas deseables y la produccion de material vegetal uniforme [12]. En segundo
lugar, permite la propagacion de especies de plantas raras y en peligro de extincion que
pueden ser dificiles de propagar a través de métodos tradicionales, y finalmente, produce
plantas libres de enfermedades ya que la naturaleza de los meristemos es estar libre de virus

y bacterias [15].

Cultivo de tejidos: Proliferacion de yemas

La proliferacidon de yemas es un método utilizado para la propagacion clonal de plantas en el
que una sola planta se multiplica para producir multiples copias idénticas. En esta técnica se
utilizan las puntas de brotes o nudos de una planta para ser desarrollados en un medio de

cultivo en condiciones asépticas [12].

El procedimiento para la proliferacion de brotes implica primero la seleccion de la planta de
origen, ya que es importante que la planta de origen este sana, libre de enfermedades y que
posea el fenotipo deseado. Después se procede a la esterilizacion la cual consiste en eliminar
cualquier tipo de bacteria y hongo que pueda competir con la planta en el medio de cultivo,

se usan agentes esterilizantes como etanol o hipoclorito de sodio [16], sin embargo, es
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importante mencionar que esto solo aplica a patdégenos externos, si la planta se encuentra

enfermay contiene patdgenos en su xilema, es imposible micropropagarla de este modo [17].

Después de esterilizar la planta de origen, es necesario preparar el medio de cultivo
mezclando los nutrientes necesarios, vitaminas, reguladores de crecimiento y agar para
formar un gel sélido o semisélido. EI medio mas utilizado para la proliferacion de brotes es

el medio Murashige y Skoog (MS).

Los explantes esterilizados se colocan sobre la superficie del medio de cultivo en placas de
Petri o contenedores. Las placas o contenedores que se mantienen en un ambiente controlado
con condiciones adecuadas de temperatura, luz y humedad. La temperatura se mantiene
generalmente entre 20-25°C y la intensidad luminica entre 3000-5000 lux con un fotoperiodo
de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Después de algunas semanas, los explantes
comienzan a desarrollar brotes, que se pueden observar al microscopio. Una vez que los
brotes han alcanzado un tamarfio adecuado, se pueden subcultivar en medios nuevos para
continuar con el proceso de proliferacion. Esto se hace quitando con cuidado los brotes del

medio de cultivo, cortandolos en trozos pequefios y colocandolos en medios frescos.

Después de mdltiples subcultivos, los brotes estan listos para ser transferidos al suelo;
primero se transfieren a un medio de enraizamiento, donde desarrollan raices. Una vez que
se han formado las raices, las plantas se transfieren al suelo y se aclimatan a las condiciones
normales de crecimiento. En conclusién, la proliferacion de brotes es un método util para la
propagacion clonal de plantas. Permite la produccion de una gran cantidad de plantas
idénticas a partir de una sola planta de origen. Esta técnica tiene muchas aplicaciones en
agricultura, horticultura y silvicultura para la produccién de plantas de alta calidad con
caracteristicas deseables.

Desarrollo de protocolo para la proliferacion de yemas de P. americana: Experimento de

luz y oscuridad en brotes de P. americana variedad Hass

Para la proliferacion de yemas de aguacate variedad Hass, se prepararon 0.5 Litros de medio

solido y medio liquido segun la composicion que se muestra en la tabla 3. EIl medio liquido

15



se distribuy0 en 20 botes transparentes de medio liquido y 10 botes transparentes de medio

solido.

Tabla 3. Composicion del medio de proliferacion para aguacate

Compuesto Concentracion

Medio WPM 2.3 g/L
Sacarosa 20 g/L
Kinetina 2g/L
pH 5.8
Phytagel 3g/L

De un arbol de aguacate de la variedad Hass se seleccionaron 30 brotes jovenes (figura 3)
con numerosas yemas, los cuales se cortaron (figura 4) y sometieron a un lavado con jabon
y agua para pasar al tratamiento de desinfeccion en un litro de solucién antifngica y
antibidtica cuya composicion se muestra en la tabla 4. En esta solucion se dejaron en un
rotador orbital para mantener el movimiento por 45 minutos, pasados los 45 minutos se

desechd la solucion y se pasaron los brotes a la campana de flujo laminar.
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Figura 3. Brotes recién cortados de P. americana

Tabla 4. Composicion de la solucién antifungica/antibidtica

Compuesto Concentracion

Captan® 2g/L
Bactrol® 29/l
Jabdn potésico 5ml por cada Litro
Aliette® 29/l
NovaBacter® 2g/L

En la campana de flujo laminar, se esterilizaron los brotes con una solucion de hipoclorito de
sodio al 3%, en la cual reposaron durante 8 minutos. Una vez pasado el tiempo se pasaron a
una solucion de agua estéril para enjuagar el cloro. Los recipientes con los brotes se agitaron

manualmente de manera vigorosa durante 10 minutos; este proceso se repitid tres veces.

Figura 4. Brotes deshojados y listos para ser desinfectados de P. americana

Las campanas no poseen un filtro en la extrada, por lo que es necesario delimitar una zona

en el centro como Zona estéril. Para ello se coloca una placa de aluminio y encima el bisturi
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con pinzas. Estas se irradiaron con luz UV (ultravioleta) para finalmente esparcir alcohol del
96 por toda la paca y utensilios para poder encenderlo con fuego para asegurar esterilidad,
este proceso se hace minimo por triplicado. Una vez flameado y estéril, tanto la placa como
las herramientas, se procedio a sacar los brotes del agua con las pinzas estériles y ponerlas
sobre la placa estéril, para cortar el tejido oxidado por el hipoclorito como se muestra en la
figura 3 . Después, en cada bote de medio de cultivo se planto un brote, en el caso de los
solidos se introdujo el brote verticalmente, y en el caso de los medios liquidos solo se coloco
en posicién horizontal. Finalmente, cada bote se sell6 con Parafilm, y 10 de los medios
liquidos se colocaron bajo una luz fluorescente y en movimiento eliptico, mientras que los
otros 10 se metieron a una incubadora orbital a temperatura ambiente y en completa
oscuridad. Los medios solidos se colocaron en el incubador numero 1 que posee una

temperatura de 25 °C y un fotoperiodo de 8 h al dia como se muestra en la figura 4.

Figura 5, Material de trabajo en campana, con placa, pinzas y bisturi flameado
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Figura 6, Incubador #1

Lamentablemente después de 2 semanas se comprobd que todos los medios terminaron
contaminados ya sea por hongos o por bacterias como se observa en la figura 7 ,por lo que
no se pudo continuar con este experimento.
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Figura 7. Contaminacion en brotes de P. americana var. Hass. Contaminacion flingica en medio sélido

(a) y contaminacién bacteriana en medio liquido (b).

Proliferacion de yemas en P. americana variedad Duke 7 y raza mexicana

Se eligieron 30 brotes de raza mexicana y 42 de Duke7, de los cuales 15 brotes de raza
mexicana y 21 de Duke7 fueron sometidos al mismo procedimiento de desinfeccion usado
en los brotes Hass el cual fue explicado en el experimento anterior. Los otros 15 brotes de
raza mexicana y 21 de Duke7 pasaron por el mismo proceso con la diferencia de que se

agregd shock térmico después de estar 45 minutos en la solucion antibiotica/fungica.

El shock térmico consistié en mantener los brotes en agua a una temperatura de 75 °C durante
1 minuto, para después ser pasados rapidamente a agua con una temperatura de 4°C durante
otro minuto. Pasado este tiempo se desinfectaron de la misma manera que los brotes Hass en

hipoclorito de sodio al 3% con sus subsecuentes lavados.

Dentro de la campana de flujo laminar se pasé cada brote a un medio solido de proliferacion
de yemas con la composicién de la tabla 3. Después se colocaron los botes de medio en el
incubador Num. 1 (Figura 6), obteniéndose 21 botes de Duke 7 con shock térmico, 19 botes
de duke7 sin shock térmico, 16 botes de raza mexicana con shock térmico, 24 botes de raza
mexicana sin shock térmico. Se realizaron observaciones de seguimiento cada semana para

encontrar contaminaciones y seguir el progreso de cada brote.
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Después de una semana todos los brotes tratados con shock térmico terminaron necrosados
por lo que no se pudo continuar con ellos. En el total de la duracion del experimento (que fue
de 6 semanas) se obtuvieron 16 contaminaciones y 7 necrosis. En total solo se encontr6
crecimiento en 18 botes de raza mexicana (figura 9c) con 2 necrosis (figura 9b) y 4
contaminaciones. Todos los botes de Duke7 terminaron o contaminados (12botes) o con

necrosis (7 botes) (figura 9a), lo cual se ejemplifica en la figura 8.

resultados del experimento raza mexicana

H brotes sanos
M necrosis

M contaminados

resultados del experimento raza mexicana

M brotes con necrosis

B contaminados

Figura 8. Gréfica de los resultados del experimento con Duke 7 (b), y con raza mexicana (b).
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Figura 9. (En orden de izquierda a derecha) Brotes con necrosis de Duke 7 (a) y de raza mexicana (b).
El brote sano de raza mexicana corresponde a la imagen (c).
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Como conclusion podemos decir que el germoplasma de la variedad Duke7 no es el adecuado
para este tipo de procedimiento ya que ningun brote fue exitoso, las razones por las cuales
los brotes terminaron con necrosis son aun desconocidas. Por su parte, los brotes de la
variedad raza mexicana respondieron favorablemente con un 75% de éxito, lo que nos indica

que esta es una metodologia aceptable para su establecimiento in vitro.

Experimento de enraizamiento con aguacate X

En el laboratorio de CIATEJ ya existian 20 brotes establecidos in vitro de un aguacate sin
nombre, por lo que se le denomind X (figura 10). Lamentablemente, este aguacate tenia 2
tipos de contaminacion bacteriana, una con colonia amarilla (figura 11a) y otra con colonia
blanca (figura 11b). Por esta razon, se decidi6 utilizar nanoparticulas de plata en el proceso

de desinfeccién como se describe a continuacion.

Figura 10. Aguacate X, establecido in vitro
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Figura 11. Aguacate X con contaminacién bacteriana: (a) colonias amarillas y (b) colonias blancas.

Los aguacates X se desinfectaron saltdndose los primeros pasos descritos para los brotes de
aguacate Hass (ya que estos ya se encontraban in vitro), ademas de tener la precaucion de
cortar los tallos dentro de la campana de flujo laminar sin tocar el medio de cultivo
contaminado. Después se desinfectaron los tallos con hipoclorito de sodio, como se describi6
anteriormente, con la particularidad de que el primer lavado no solo era agua estéril, sino que
se agregaron 2 ml de nanoparticulas de plata con 2 ml de tween 20 en aproximadamente 200
ml de agua estéril. Pasados 10 minutos en esta solucién se continué con dos lavados con solo
agua estéril. En este caso no fue necesario retirar las hojas de los tallos ya que lo que se

buscaba en este experimento era la generacion de raiz.

Para probar composiciones y el factor de crecimiento propuesto por la literatura, se dividieron
los 20 brotes en 4 tipos de medios de enraizamiento diferentes los cuales se muestran en la
tabla 5. Los factores para comprobar fueron la dureza del medio de enraizamiento y el
regulador de crecimiento en su papel para asegurar el enraizamiento brotes de aguacate. Para
ello se disefiaron dos medios duros, uno con factor de crecimiento (acido indol butirico) y el
otro sin factor, asi como dos medios blandos igualmente uno con regulador de crecimiento y
el otro sin regulador de crecimiento de crecimiento.
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Tabla 5. Composicién de los medios de enrizamiento

Nombre designado al medio Composicion

Medio duro CON 10g¢/L de agar
30g/L de sacarosa
100 ml de concentrado MS por cada litro
5.8 de PH
Acido indol butirico (AIB) 5 mg /L
Medio duro SIN 10g/L de agar
30g/L de sacarosa
100 ml de concentrado MS por cada litro
5.8 de PH
Medio blando CON 8g/L de agar
30g/L de sacarosa
100 ml de concentrado MS por cada litro
5.8 de PH
Acido indol butirico (AIB) 5 mg /L
Medio blando SIN 8g/L de agar
30g/L de sacarosa
100 ml de concentrado MS por cada litro
5.8 de PH

Después de 3 semanas y sin ninguna contaminacion, se encontrd6 que hubo dos
enraizamientos en el medio blando SIN, uno en el medio duro SIN y otro en el medio duro

CON. La tabla 6 muestra los ultimos resultados que se obtuvieron.

Tabla 6. Resultados del experimento de enraizamiento

Numero (frascos) Tipo de medio Numero de

enraizamientos
Medio duro CON 4
Medio duro SIN
Medio blando CON
Medio blando SIN

A 01 &~ b
N B
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Para poder utilizar los datos de la tabla 6, es necesario analizarlos estadisticamente para saber
el efecto que tienen ambos factores, asi como su interaccion. Por lo tanto, se desarroll6 un
ANOVA balanceado utilizando como factores la dureza y la presencia de AIB vy el
enraizamiento como respuesta. Como podemos observar en la tabla 7, el factor de afiadir AIB
es determinante para la formacion de raices dado su P-value es menor que 0.05, lo que en
andlisis de experimentos significa que la probabilidad de que la hipdtesis nula sea verdadera
es del 0.05%. Esto claramente concluye que la adicion de AIB tiene un efecto benéfico a la

hora de obtener enraizamiento.

Tabla 7. Resultados del ANOVA

Analysis of Variance

Source DF  AdjsSs AdjMS F-Value P-Value
con dureza 1 000263 0.00263 0.01 0.910
precencia d Acido indolbutirico 1 116053 116053 5.02 0.030
con dureza*precencia d Acido indolbutirico 1 021316 021316 1.09 0.316

Error 13 253000 0.19815

Tetal 18 3.88235

La tabla 8 muestra los promedios de cada condicion y su combinacion. La condicién ideal es
la del medio con AIB duro ya que es el que presenta la mejor media de todos.
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Tabla 8. Resultados de las medias

Means
Term Fitted Mean SE Mean
con dureza
0 0.630 0.149
1 0.625 0157
precencia d Acide indalbutirico
0 0.375 0157
1 0.900 0.149
con dureza®precencia d Acido indolbutirica
oo 0.500 0.221
01 0.800 0.198
10 0.250 0.221
11 1.000 0.221

Las figuras 12, 13, 14 y 15 muestran las raices generadas por aguacate X. Es importante

notar que todas las plantas con AIB producen cayo.

—~——

Figura 12. Aguacates X con raices del medio Duro con AIB. (a) primer aguacate y (b) segundo

aguacate.
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Figura 13. Aguacates X con raices del medio Duro con AIB. (a) primer aguacate y (b) segundo

aguacate.

Figura 14. Aguacate X con raices del medio Blando sin AIB. (a) primer aguacate y (b) segundo

aguacate.
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Figura 15. Aguacate X con raices en medio Duro SIN

Si bien el AIB se ha demostrado como un inductor exitoso de raices es curioso notar que las
raices més grandes de todo el experimento fueron las de la figura 15 la cual no posee AlB.
Esto podria deberse a que este aguacate en especifico estd afectado por algin otro factor

desconocido o a que su germoplasma sea mas robusto y posea mas plasticidad.

Experimento de esterilidad con brotes frescos y almacenados

Debido a la alta contaminacion del primer experimento, se disefidé una propuesta para saber
si el tiempo de almacenamiento de los brotes influia en la contaminacion que presentarian in
vitro. Se tomaron 14 brotes de aguacate Hass y se almacenaron en el refrigerador por 3 dias
para después estabilizarlos in vitro mediante la desinfeccion ya mencionada en el
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experimento de luz y oscuridad. Después se cortaron 14 brotes frescos del mismo arbol e
inmediatamente se esterilizaron de la manera que ya se menciond y se establecieron in vitro.
Ambos lotes de brotes, denominados “frescos” y “almacenados”, fueron puestos en el
incubador nimero 1 en la espera de comprobar su esterilidad. Después de dos semanas se

obtuvieron los resultados mostrados en la tabla 9.

Tabla 9. Resultados de esterilidad de aguacate Hass fresco y almacenado

Contaminacién por Contaminacion por hongo

bacteria

Aguacate Hass “fresco” 1 brote

Aguacate Hass 3 brotes 0 brotes

2 brotes

“almacenado”

De acuerdo a la tabla 9 podemos concluir que no existe diferencia entre almacenar los brotes
unos dias y utilizarlos recién cortados del arbol, por lo que nuestro problema de frecuentes
contaminaciones radica en otro aspecto del proceso. Aunque ambos lotes tuvieron
exactamente las mismas contaminaciones, aunque el agente microbioldgico fue diferente,
siendo mas comunes los hongos en el lote fresco y las bacterias en el almacenado. Mas
experimentos son necesarios para determinar si existe alguna preferencia de los agentes

microbioldgicos por las condiciones de almacenamiento.

1.6. Valoracién de productos, resultados e impactos

Los resultados de las tablas 7 y 8 muestran que el medio de enraizamiento formulado con 10
g/L de agar y adicionado con acido indol butirico provoca un aumento en la generacion de
raices de P. americana. Esta formulacion puede contribuir a hacer mas eficiente y rapida la

produccién de plantulas de aguacate in vitro.

Se determin6 que la variedad de portainjertos Duke7 no logra tener crecimiento de yemas

por lo que no es posible utilizarla con este método, mientras que la variedad raza mexicana
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tiene un éxito del 75% de brotes con crecimiento de yemas, lo cual es aceptable para
produccion comercial. También se encontrd que el almacenaje de germoplasma no influye
en el grado de contaminacion que este pueda tener a la hora de establecerse in vitro, lo cual
abre la posibilidad de poder tener germoplasma almacenado y no tener que extraerlo

directamente de un arbol vivo.

Para obtener mayor informacion del establecimiento de aguacate in vitro, se propone un
proximo proyecto que evalué el protocolo de enraizamiento en diferentes variedades de
portainjertos, asi como la experimentacion con diferentes composiciones del medio de
cultivo para la induccién de yemas en la variedad Hass. También se propone un protocolo de
injerto en condiciones in vitro para la produccion de plantas listas para una plantacion

comercial,
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1.8. Anexos generales

2. Productos

Se utilizé la informacion obtenida en el presente PAP para la elaboracién de una metodologia

para enraizamiento in vitro de P. americana.

Ficha descriptiva de: Metodologia para enraizamiento in vitro de P. americana.

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

Nombre del proyecto Estandarizacion e implementacion de un
protocolo de propagacion y enraizamiento
para Persea americana
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DN ao[N oA N (VXSG EVE N NI R VAN Documento que detalla la composicion del

y para qué es): medio de enraizamiento asi como el

procedimiento a  seguir  para

Disefio del Estado de Jalisco

Borrador del producto:
Metodologia para enraizamiento in vitro de P. americana
MATERIALES Y METODOS
Materiales
e Contenedores
e Pinzas
e Placa de vidrio o acero 30 cm por 30 cm
e Bisturi
e Colador
e Vasodeppdell
e Matraz Erlenmeyerde 1 L
e Pipeta de 5ml
e Espatula pequefia y grande
e BuretadellL
e Bureta de 100 ml
e Guantes de asbesto
e Parafilm

e Pipeta Pasteur

Equipos

e Campana de flujo laminar

el
establecimiento y la generacion de raices de
Persea americana, dirigido a El Centro de
Investigacion y Asistencia en Tecnologia y
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e Horno de microondas
e Agitador orbital
e Balanza

e Autoclave

Reactivos
e Agar
e Acido indol butirico
e Sacarosa
e Concentrado de MS (Murashige y Skoog medio)
e Acido clorhidrico
e Hidroxido de sodio
e Alcohol al 96

Métodos

Se preparan los litros de medio segun sea necesario (tener en cuenta el volumen de su
contenedor) y hacerlo de acuerdo a la composicion que se muestra en la tabla 1.

Compuesto Concentracion
Medio WPM 2.3 g/L
Sacarosa 20 g/L

Acido indol butirico (AIB) 2g/L

pH 5.8

Agar 10 g/L

Se pesan todos los componentes sélidos y se agregan al matraz Erlenmeyer, después se
pipetea el AIB y se aforan con el agua suficiente.

Se ajusta el pH con el &cido clorhidrico y el hidréxido de sodio segin sea necesario para 5.8
de pH

Se calienta el matraz en el horno de microondas hasta que quede transparente (cuidado con
agitarlo rapido ya que se proyecta)

Se preparan 4 botes con agua corriente que se esterilizaran junto con los medios, 1 bote debe
contener 200 ml de agua.
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Se vacia el medio a los contenedores y se esterilizan en la autoclave por 17 mina 121°Cy 15
Psi.

De un arbol de aguacate de la variedad que sea se cortan brotes jévenes con numerosas
yemas, se les despojan con cuidado de todas las hojas y se le somete a un lavado con jabdn

y agua.

En litro de solucion antifangica y antibiotica cuya composicion se muestra en la tabla 2. se
dejan remojar los brotes en un agitador orbital para mantener el movimiento por 45 minutos.

Pasado el tiempo se cuelan los brotes y se deshecha la solucidn, los brotes se colocan en el
bote con 200ml de agua estéril y 100 ml de hipoclorito de sodio.

En la campana de flujo laminar, se dejan reposar durante 12 minutos. Una vez pasado el
tiempo se pasan los brotes con pinzas estériles a uno de los botes de agua estéril para enjuagar
el cloro.

Los recipientes con los brotes se agitan manualmente de manera vigorosa durante 10
minutos; y se repite tres veces con los otros botes de agua estéril.

Se coloca una placa de aluminio y encima el bisturi con pinzas y se esparce alcohol del 96
por toda la paca y utensilios

Una vez extendido y con mucho cuidado se debe encender con fuego para poder asegurar
esterilidad, este proceso se debe hacer minimo por triplicado.

Una vez flameado y estéril, tanto la placa como las herramientas, se sacan los brotes del
agua con las pinzas estériles y se colocan sobre la placa estéril.

Se corta el tejido oxidado por el hipoclorito y se siembra en los botes con medio de manera
vertical con el apice hacia arriba

Finalmente, cada bote se sella con Parafilm, se rotula con fecha y especie para trasladarlo a
un incubador que tenga luz.
3. Reflexion critica y ética de la experiencia

El RPAP tiene también como propoésito 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 problemaéticas en las que se intervino.
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3.1 Sensibilizacion ante las realidades

En este PAP tuve la oportunidad de poner en practica mi honestidad e integridad, ya que
hubo bastantes contaminaciones y esto causo atrasos en los experimentos, pero no
comprometeria los resultados de mi investigacion con tal de hacerme el trabajo mas facil.
Por otro lado, también tuve que ser justo, empatico y paciente con los otros estudiantes del
CIATEJ ya que compartiamos demasiadas areas comunes y sobre todo equipos que tardaban
horas en desocuparse.

Un tema importante que, aunque realmente no trabajé con el directamente, pero es lo
suficientemente relevante, es todo lo que conlleva a los aguacates a ser considerados los
diamantes de sangre de México. Es de conocimiento comdn que la venta de aguacate ha
atraido secuestros, robos y muertes por parte del crimen organizado, la situacion es tan critica
que ciertos pobladores ya no ven como suficiente la presencia militar y la ayuda humanitaria.
Todo esto me pone a reflexionar sobre lo que estoy haciendo, ¢Cual es la solucién para este
problema tan complejo? ¢Estoy acaso contribuyendo al deterioro ambiental y social al crear
métodos de produccién de aguacate mas eficaces? No se la respuesta, y tampoco poseo
demasiado control sobre lo que pasara con la informacidn una vez que yo me gradué, pero al

menos puedo decir que esta investigacion se hizo sin animos de lucro.
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3.2 Aprendizajes logrados
Uno de los obstaculos mas grandes que enfrente al inicio del PAP fue la falta de experiencia

al trabajar en las campanas de flujo laminar. Esto ocasiond que todo el primer lote de brotes
que sembré terminase contaminado, pero gracias a la ayuda de mi asesor pude practicar mi
técnica, aprender del flameado con alcohol para esterilizar utensilios de manera rapida, asi
como el trabajo en forma de herradura para evitar contaminar el area estéril con las manos o

brazos.

También aprendi sobre el disefio de experimentos y por primera vez pude aplicar lo que vi
en mis clases en un experimento real. Ademas de también usar pensamiento critico e
imaginacion para disefiar experimentos de una manera efectiva y que llegase a conclusiones
claras y utiles. Por otro lado, aprendi que el tiempo es un recurso increiblemente importante
que no debe ser subestimado, asi como la importancia de preparar un plan B por si todo tu

lote se contamina.

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

e Considera las competencias iniciales (conocimientos, habilidades y actitudes) e
indica las competencias nuevas en otro color y las competencias potencializadas al
terminar su PAP (en otro color).

INVENTARIO DE COMPETENCIAS

Competencias
Competencia Evidencia Relevancia/Fortaleza™
nuevas

Funcién de | Realice cultivos de | Es esencia saber como | Técnicas de trabajo

hormonas callo entre otros para | manipular el | en campana de flujo

§ vegetales en | probar el efecto de | metabolismo  vegetal | laminar

3| cultivos invitro | estas en las plantas para  poder  hacer

% propagaciones con

c .
Categ 8 éxito.
oriza Funcion de las | Investigacion y | En la industria es | Técnica de
las bioseparacione | desarrollo de un | necesario purificar un | flameado dentro de

38



comp
etenci
asen
conoc
imien
tos,
habili
dades
y
actitu
des.

Escri
be la
o las
evide
ncias
de
cada
comp
etenci
aysu
releva
ncia.

S en la

proyecto para la

producto  antes de

purificacion de | produccion de | venderlo, es tan

metabolitos giberelinas importante  como  los
demas pasos.

Anélisis Realizamos  anovas | Esencial para poder

estadistico de

datos

con minitab para

comprobar hipoétesis

concluir algo sobre los
resultados de cualquier

experimento

Manejo de

Muchas practicas de

Esencial en cualquier

de calidad.

»| plantas en | laboratorio donde se | proyecto de
E campana utilizaron tejidos | biotecnologia vegetal
T estéril vegetales bajo
T campana
Dominio TOEFL ibt de 107 En este mundo
avanzado del globalizado
ingles necesitamos hablar un
lenguaje en comun para
poder cooperar
Liderazgo He liderado mas | A falta de un lider
provisional proyectos de los que | natural puedo asumir la
me gustaria posicién para asegurar
el éxito del proyecto.
Responsabilida | Siempre cumplo con | Esencial en la
d total lo que prometo en un | colaboracién en equipo
% trabajo y hago todo lo
'g posible para que sea

Rechazo a la
procrastinacio

n

Siempre intento que
el trabajo se haga con
anticipacion para no
terminar apurados a

ultimo momento

Con mejor manejo de
los recursos como el
tiempo un proyecto
tiene mayor

probabilidad de éxito

Una competencia es la pericia, aptitud o idoneidad (excelencia) para hacer algo o intervenir

en un asunto determinado. Es decir, es la capacidad de utilizar los diferentes conocimientos,

habilidades y valores de manera integral en las interacciones que tienen los seres humanos
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para la vida y el &ambito laboral. La tabla de competencias muestra las ya tenia (en blanco) y
las compara con las competencias potencializadas (azul) y las nuevas (verde) que se
desarrollaron en el presente PAP. En general, puedo decir que tuve muchos avances en el
area de las competencias de habilidades y conocimientos, estos principalmente en el area de
cultivo de tejidos vegetales, pero no reducido Unicamente a ello, también potencialicé mis
habilidades en estadistica y manejo de datos. Por Gltimo, en las actitudes podemos mencionar
lo importante de la responsabilidad, sobre todo en experimentos tan largos donde puede haber
graves repercusiones ya que el tiempo no puede recuperarse, asi como la responsabilidad al

trabajar con otros aun cuando es bajo su supervision y no como compafiero de equipo.
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