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“Induccién a organogénesis de Heliocarpus appendiculatus Turcz y Trema
micrantha L. Blume en semillas provenientes de poblaciones naturales”.
Nathaly del Carmen Sanchez Villegas, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2015

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar dos promotores de germinacion (GAs y KNO3)
en semillas de Trema micranthum Blume y determinar el efecto de tres reguladores de
crecimiento en la propagacion in vitro de Trema micranthum y Heliocarpus

appendiculatus Turcz.

En Trema micrantha; las pruebas de germinacion se realizaron con base en los
resultados obtenidos en la cinética de imbibicidn, la cual, tuvo como resultado que el
maximo tiempo de absorcidn y estabilizacion en la semillas fue después de las 15
horas de exposicion, es por ello que; las semillas de esta especie se dejaron por 24
horas en los dos promotores de germinacion; donde, el Acido Giberélico tuvo mayor

porcentaje de induccion a diferencia del Nitrato de Potasio.

Por otra parte la induccién a organogénesis en ambas especies se llevo a cabo con
las plantulas que se obtuvieron de los resultados de germinacion (el caso de Trema
micranthum) y se seccionaron en tres utilizando hipocotilos y hojas cotiledonares y se
colocaron en Espermidina, Kinetina y BAP a tres concentraciones diferentes, en donde
los resultados obtenidos demostraron que no hubo diferencia significativa entre
especies y tratamientos, sin embargo, estos variaron en poco porcentaje de acuerdo
al tipo de especie con la que se trabajé.

PALABRAS CLAVE: Papel amate, promotores de germinacion, organogénesis,
Viabilidad



Induction to organogenesis of Heliocarpus appendiculatus Turcz and Trema

micrantha L. Blume in seeds from natural populations”.

Nathaly del Carmen Sanchez Villegas, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2015

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate two germination promoters (GA3 and KNO3)
in Trema micranthum Blume seeds and determine the effect of three growth regulators

in vitro propagation of Trema micranthum and Heliocarpus appendiculatus Turcz.

In Trema micrantha; germination tests were performed based on the obtained
imbibitions kinetics, which, resulted in the maximum absorption and stabilization in
seeds was after 15 hours of exposure that is why the seeds of this species were left for
24 hours in the two promoters of germination; where, it had the highest percentage

Gibberellic Acid induction unlike potassium nitrate.

Moreover organogenesis induction in both species was carried out with seedlings that
were obtained from the results of germination (Trema micranthum) and sectioned into
three parts using hypocotyl and cotyledon leaves and placed in Spermidine, kinetin and
BAP in three different concentrations. The results showed no significant statistical
difference between species and treatments; however this little percentage varied

according to the type of species with which we worked.

KEYWORDS: amate paper, germination promoters, organogenesis, viability.
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1. INTRODUCCION

El género Heliocarpus toma su nombre del griego, y significa “fruto en forma de sol”.
También es conocido como burio, burio blanco y burio colorado en Costa Rica; cajeton

(Guatemala); jonote, jonote blanco, jonote colorado (Veracruz, México), (Lay, 1949).

Trema micrantha es una especie arborea que pertenece a la familia Ulmaceae y es
conocida como jonote en la Sierra Norte de Puebla (Vazquez, 1988). Otros de los
nombres comunes con los que es conocida esta especie son: capulin, yaco de cuero,

checait, pellejo de vieja, guacimillo en Veracruz.

Los arboles de jonote son una especie botanica que en forma natural se encuentra en
selvas humedas y bosques de niebla (zona de transicion entre selva himeda y bosque

templado).

Segun Standley y Steyermark (1949), se considera que son originarias de México y
de Centroamérica, comprende un grupo de arboles pertenecientes a diferentes
géneros: Heliocarpus appendiculatus Turcz, Trema micrantha L. Blume, Belotia,
Meliosma, Robinsonella, Hampeae, Saurauia y Guazuma entre otras (Hatchondo,
1987; Morales Rios, 1999).

Se trata de arboles que cominmente se desarrollan en claros de selvas, en sitios que
han sido perturbados por actividades atropicas, por lo que se consideran como
especies pioneras de la vegetacion secundaria (Pennington y Sarukhan, 1988; Nufiez
et al., 1997).

Heliocarpus appendiculatus y Trema micrantha son especies con las que actualmente
se produce el 80% del papel amate en México (Bravo, 1995), y que sin embargo con

el paso del tiempo se han comenzado a perder.

Es por ello que se plante6é como una alternativa la induccion organogénica con ayuda

de las técnicas de micropropagacion.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Determinar el efecto de tres reguladores de crecimiento en la propagacion in vitro de

Trema micranthum y Heliocarpus appendiculatus.

2.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la viabilidad de las semillas de Trema micranthum mediante el test de

tetrazolio.

2. Evaluar el efecto del Acido Giberélico y Nitrato de Potasio en la inhibicion de la

latencia en semillas de Trema micranthum.

3. Evaluar el efecto de la Bencilaminopurina (BAP), Kinetina y Espermidina en la
induccion de la organogénesis a partir de hipocétilos y cotiledones de Trema

micranthum y Heliocarpus appendiculatus.



3. HIPOTESIS

El uso de auxinas y citocininas a bajas concentraciones induce la organogénesis y en

altas concentraciones induce la formacion de callos.

3.1. Hipotesis particulares

1. Lalatencia que presentan las semillas de Trema micranthum puede ser inhibida

con Acido Giberélico, Nitrato de Potasio.

2. Es posible establecer un cultivo in vitro de Trema micranthum y Heliocarpus

appendiculatus.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1. Trema micranthum L. Blume (Trema micrantha)

Trema micranthum fue descrita por Roem y Schult Blume en 1856, es un arbol que
llega a medir hasta 30 metros de altura, con un diametro de alrededor de 70
centimetros, tiene una copa amplia y abierta que crea poca sombra. En la tabla 1 se

muestra la clasificacién taxondémica de la especie.

Sus hojas, tienen forma de punta de lanza con borde dentado y se encuentran
alternadamente en delgadas ramas, las flores tienen una medida aproximada de 5

milimetros, con cinco pétalos de color verdoso y racimos pegados a las ramas.

Tabla 1. Descripcion taxon6mica de Trema micranthum (CONABIO, 2009).

Clasificacién taxonémica

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Rosales
Familia Ulmaceae
Género Trema
Especie T. micranthum

Fuente: CONABIO, 2009.

Los frutos son pequefios, de 2 milimetros de diametro, color naranja brillante cuando
estdn maduros; cada uno contiene una sola semilla de color negro con una medida de 1
milimetro (Figura 1). Una variedad de aves no identificadas se alimenta de los frutos del
jonote, transportando las semillas a lugares lejanos del arbol madre, lo que facilita un

amplio rango de dispersion (Ackerly, 1997).
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Figura 1. a) Arbol; b) Fruto inmaduro y ¢) Frutos de Trema micranthum.

La corteza es suave y rojiza cuando el arbol es joven, pero a medida que madura va
tomando una apariencia grisacea y granulosa (Cruz et al., 2011). Es una especie
endémica de selvas hiumedas y bosques de niebla, se extiende desde el sur de Florida
hasta el norte de Argentina. En México, esta presente desde 0 hasta 1 500 msnm,
atravesando por ecosistemas de selvas perennes en zonas bajas y selvas medianas,
hasta zonas semialtas en los bosques mesdfilos de montafia, aunque es mas frecuente
encontrarlo en las planicies costeras del Golfo de México, donde su distribucién es muy
alta (Ackerly, 1997).



4.2. Heliocarpus appendiculatus

Descrita por Carlos Linneo (Tabla 2), es un arbol mediano, que alcanza hasta los 25
m de atura y 70 cm de diametro (CONABIO, 2009).

Tabla 2. Descripcion taxondmica de Heliocarpus appendiculatus

Clasificacion taxonémica

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae

Orden Malvales

Familia Malvaceae

Subfamilia Grewioideae
Género Heliocarpus L.
Especie H. appendiculatus Turcz

Fuente: CONABIO, 2009

Las flores, en paniculas densas, son hermafroditas o pistiladas, pediceladas,
cremosas, amarillas o amarillo-verdosas, tetrAmeras o pentdmeras; el caliz es valvado
(Croat, 1978).

Las inflorescencias son cimas axilares o terminales, con varias flores actinomorfas y

aromaticas.

El fruto es capsular de color rojizo, con tricomas estrellados en las superficies laterales
y margenes con dos hileras de cerdas plumosas, es indehiscente y contiene 1-3

semillas (Fundecor, 2001).



La corteza es lisa o fistulada, grisacea o pardusca, exfoliante; la corteza interna es
cremosa o amarillenta, dulce y muy fibrosa. La savia es transparente, mucilaginosa y

pegajosa (Mostacedo, 1997).

El jonote (Figura 2) presenta una alta plasticidad a nivel morfolégico y celular,
dependiente del tipo de vegetacion en el que se desarrolla y en funcién de cambios

climaticos y microclimaticos (Morales, 1999).

Figura 2. a) Arbol; b) semillas; c) hojas y semillas de Heliocarpus appendiculatus.

Fuente: CONABIO (2009)

4.3. Importancia econoOmica de las especies de jonote “Papel amate”

Al igual que todas las especies, Trema micranthum y Heliocarpus appendiculatus
tienen un uso principal y desde hace tiempo son reconocidas porque, son la fuente
primaria para la elaboracién del “papel amate” una artesania tipica de México, por lo
cual han comenzado a presentar una gran demanda para la elaboracion del papel.

La historia del papel amate, inicia con su nombre, esta palabra amate se deriva del
término nahuatl amaquahuitl (amat que significa papel; quahuitl que significa arbol),

gue se traduce como arbol de papel (Marentes, 1995).



El papel amate se elabora con la corteza interna (floema secundario) de especies de
arboles tropicales cuyas cortezas deben ser de facil extraccion y tener fibras cortas.
Su origen es precolombino y se encuentra fuertemente ligado a los rituales practicados

por varias comunidades mesoamericanas (Down, 1982).

Se usaba como tributo y formaba parte de la vida religiosa y cultural de las poblaciones
mesoamericanas. Se empleaba para escribir los Tonalamatl o calendarios, libros,

mapas, cronologias e infinidad de cddices, etc. (Marentes, 1995; Barrén, 2007).

Al inicio de la Colonia, la manufactura fue prohibida; sin embargo, algunas
comunidades como San Pablito en la sierra Norte de Puebla, habitada por los fiahfius
(Otomies), han mantenido el uso y produccién de papel amate hasta nuestros dias
(L6pez, 2004).

En la década de los 60s, con la investigacion antropoldgica sobre los rituales fiahfius
en San Pablito y la intervencion de galeristas de la ciudad, atrajeron la atencion hacia
el papel amate impulsando su produccién y venta como artesania (Down, 1982).

En pocos afios, esta nueva artesania cobro gran popularidad provocando cambios en
la organizacion para su produccion, en las técnicas de manufactura y aumento la
presion sobre los recursos naturales empleados para su elaboracion (Figura 3). Antes
de que el papel amate se transformara en artesania, los pobladores de San Pablito
recolectaban la corteza que utilizaban para su manufactura; en la actualidad, son
adquiridas a través de los jonoteros de otras comunidades dedicadas a la extraccion y
venta (L6pez, 2004).



Figura 3. Elaboracién del papel amate. a) Lavado de las fibras que fueron hervidas; b)
Después del lavado de las fibras se extienden sobre una tabla de madera; c, d) se golpean
con una piedra volcanica para formar pliegos; e) Secado y desprendimiento de las hojas
(Lépez, 2009).

Fuente: CONABIO, 2009

La produccion de papel en San Pablito se ha diversificado extraordinariamente. Las
rutas de innovacion incluyen una gran diversidad de formas, estilos y mezclas de
distintos tipos de materiales, diferentes cortezas de arboles (jonote blanco y rojo),
papel picado, aplicaciones de bordados tradicionales de hilo, chaquira y la apertura a

una infinidad de usos (Lépez, 2004).



5. PROBLEMATICA

La produccién de papel amate conlleva muchos factores; desde representar una
importante alternativa econOmica para los habitantes de San Pablito, hasta
incrementar la demanda de esta artesania, como consecuencia ha aumentado el
namero de especies que son usadas para la elaboracion de papel amate y los métodos

de procesamiento de las fibras (Marentes, 1995).

Desde que se utiliza el jonote tanto rojo como blanco para la produccion de papel, la
extraccion de su corteza es total, provocando después la muerte de los arboles. Esto
ha llevado en primer lugar a disminuir la cantidad de especies silvestres de este lugar,
lo que ha motivado por lo tanto, la extraccién de la corteza de otros arboles en otros

estados del pais.

La extraccion de corteza no es una actividad regulada y por consiguiente, se
transportan de manera ilegal hasta San Pablito para continuar con la fabricacion de

esta artesania.
Como se ha reportado, el jonote tanto blanco como rojo se encuentran asociado al

manejo tradicional e integral de la sombra que necesitan los cafetales, por lo tanto los

productores de café ahora se suman a esta otra actividad silvicola (Figura 4).
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Figura 4. Extraccion de la corteza de arboles de jonote.

Fuente: CONABIO, 2009

La extraccion de corteza del jonote, en semejanza a otros casos de productos
forestales no maderables, revela los vacios que existen entre las normas y la manera
en la que ciertos recursos biolégicos son manejados. De acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana 005-SEMARNAT-1997, el aprovechamiento, transporte y almacenamiento
de cortezas, tallos y plantas completas requieren autorizacion. En este caso, los

jonoteros estos pueden llegan a ser sancionados por transportar las cargas de corteza.

Si bien el arraigo histérico de este producto cultural, y el uso de la corteza del jonote
han hecho posible la persistencia de la produccion del papel amate como artesania,
ésta refleja las dificiles condiciones de subsistencia en el ambito rural y en particular,

en el uso de productos forestales no maderables (SEMARNAT, 1997).

Debido a que los arboles para la produccion de papel amate son completamente

descortezados y a que la distribucion de H. appendiculatus y T. micranthum estan
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limitadas y dispersas en los bosques, la extraccién de corteza pone en riesgo estas

especies.

En el caso de T. micranthum, desde los 80's se ha observado que las poblaciones se
han reducido en algunos sitios de distribucion natural (Torres, 1996). Este efecto
negativo de la extraccion disminuye gradualmente conforme a la distancia de San
Pablito. En general, se ha observado que la demanda de corteza es mayor que la

capacidad de regeneracion de estas especies.

Por otro lado, se debe mencionar que cuando la extraccion se realiza a partir de
corteza regenerada, la calidad de esta corteza ya no es apta para manufacturar papel
amate debido a su dureza. Otro de los problemas, que se presenta es el retardo en la

germinacion de las semillas particularmente de Trema micranthum (Torres, 1996).

Uno de los aspectos mas relevantes que se deberia tomar en cuenta para la
produccion de papel amate es la propagacion y/o regeneracion de las poblaciones de
arboles de jonote blanco - rojo, y consecuentemente, establecer un plan de manejo
forestal integral para el suministro de la corteza.

5.1. Germinacién, latenciay dormancia de las semillas

El proceso de la germinacién, ha sido divido en tres fases: en la primera ocurre la
imbibicion de la semilla, que consiste en la absorcion del agua necesaria para la
rehidratacion de las proteinas celulares, asi como para el transporte y las reacciones
hidroliticas; en la segunda etapa, se produce la activacion del metabolismo (0
germinacion sensu estricto), donde ocurre la sintesis de acidos nucléicos y proteinas;
con incremento en la actividad enzimatica y en la tercera fase, ocurre la emergencia
de la radicula (Herrera et al., 2006; Fenner et al., 2006; Bewley, 1994).

La germinaciébn esta condicionada tanto por factores ambientales como por

caracteristicas genéticas de las especies, que determinan los procesos de desarrollo,
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morfologia y fisiologia de las semillas; con alusion a diversos estudios; la luz,
temperatura y humedad relativa que son factores importantes para la germinaciéon de
las simientes (Ramirez et al., 2007).

Las semillas se pueden clasificar en dos tipos principalmente (Roberts 1973):

a) Ortodoxas: Semillas que pueden adquirir tolerancia a la deshidratacion durante su
desarrollo y almacenarse perfectamente a temperaturas bajas o inferiores a 0°C

durante largos periodos.

Por lo general, estas semillas pasan por un periodo de secado durante su maduracion
y se desprenden bajo un contenido de humedad, el cual esta en equilibrio con la
humedad relativa (RH), el equilibrio del contenido de agua a cualquier RH en particular
(Roberts, 1976).

En este caso, pertenecen a este grupo importantes géneros de arboles forestales
como por ejemplo; Pinus, Picea, Eucalyptus, Tectona grandis, Populus, Salix, Ulmus

y Cedrela odorata entre otros.

b) Recalcitrantes: Semillas pasan por un corto o ningun secado de maduracion y
permanecen sensibles a la deshidratacién, tanto en su desarrollo como después de su
desprendimiento que no pueden sobrevivir si se las seca mas alla de un contenido de
humedad relativamente alto (en un intervalo de 20 - 50 %) y que no toleran el
almacenamiento durante largos periodos. Esto implica que los procesos que confieren
tolerancia a la deshidratacién, son variables desarrolladas o expresadas en una
condicion no ortodoxa (Berjak, 1997).

Es interesante, mencionar que las especies recalcitrantes sean en su mayoria
especies lefiosas (Quercus, Castanea, Hevea, Swietenia, Terminalia y Triplochiton,

entre otras).
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Aunque, las semillas de muchas especies forestales pueden germinar enseguida
cuando se las somete a unas condiciones de humedad y temperatura favorables.

Existen también muchas otras especies poseen un determinado grado de latencia de
la semilla. Con relacion a la latencia de las semillas, Baskin (1998) especifica que, en
poblaciones naturales ésta, previene la germinacion durante épocas con condiciones
desfavorables, lo cual permite su sobrevivencia durante periodos largos, en espera de
condiciones apropiadas vy, facilita la tolerancia a ciertas perturbaciones como es el

fuego; con adicion, etc. (Martinez, et al. 2008).

En particular, en el sector forestal se utiliza la palabra latencia, que proviene del latin
“latensis” y significa oculto, escondido o aparentemente inactivo para referirse a esta
incapacidad de la semilla a germinar, la cual puede constituir un problema por ejemplo
para los programas de produccién de plantulas en vivero.

La latencia se establece durante la formacion de la semilla, y posee una importante
funcién que consiste en restringir la germinacion en la planta madre antes de su
dispersion en el campo. Ademas, Baskin y Baskin (1998), relacionaron algunos
causales de latencia, los cuales incluyen: embriones no desarrollados, testas
seminales duras impermeables al agua y sustancias quimicas inhibidoras de la
germinacion.

Con base en el esquema anterior, Baskin y Baskin (1998, 2004) desarrollaron una

categorizacion del fenémeno, la cual incluye cinco clases de ella:

1. LatenciaFisioldgica, la cual, en el caso de que sea profunda, precisa de procesos
de estratificacion en frio o en caliente, para su remocion y cuando es leve, puede

eliminarse a través de la aplicacion de giberelinas;

2. Latencia Morfoldgica, ésta es evidente en semillas con embriones diferenciados,
con desarrollo reducido en cuanto a su tamafio; estos requieren de un tiempo para

crecer y germinar (Jacobsen y Pressman, 1979; Finch y Leubner, 2006);
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3. Latencia Morfo-fisioldgica, en la cual las semillas, ademés de presentar
embriones con desarrollo escaso, tienen el componente fisiolégico de bloqueo de
la germinacion (Baskin y Baskin, 2004); estas requieren de estratificacion caliente
o fria, la cual, en algunos casos se sustituye por la aplicacion de giberelinas (Finch
y Leubner, 2006);

4. Latencia Fisica, causada por la presencia de células de empalizada, en la semilla,
impermeables al agua; la liberacion de ella se logra a través de escarificacion
mecénica o quimica de la simiente (Baskin y Baskin, 1998; Baskin, 2003; Finch y
Leubner, 2006);

5. Latencia Fisico- Fisiologica, presente en semillas con capas impermeables al

agua, combinada con la fisiolégica.

Con lo antes descrito, se debe mencionar que existen antecedentes, de algunos
autores como Rueda, (2010); Figueroa, et al., (2002) que se han enfocado
primordialmente sobre la germinacién, crecimiento y sobrevivencia de H.
appendiculatus y T. micranthum. Ellos han reportado que las semillas de H.
appendiculatus presentan un tipo de latencia termorregulada, la cual es interrumpida

cuando las semillas son sometidas a cambios bruscos de temperatura.
En el caso de T. micranthum presenta porcentajes de supervivencia de
aproximadamente 67% durante 6 meses posteriores al siembra, para ambas especies

se requiere espacios abiertos con poca cobertura.

Esto ha hecho que se proponga a T. micranthum como una especie pionera en los

sitios deforestados (Vazquez, 1998; Rodriguez et al., 2004).

Bajo estos antecedentes, cuando las semillas tiene una latencia fuerte como parece

ser el caso de H. appendiculatus y T. micranthum, la regeneracion artificial exige de
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manera esencial alguna forma de tratamiento previo de la semilla, a fin de obtener una

tasa de germinacion razonablemente alta en poco tiempo.

Con la finalidad de interrumpir la latencia, acelerar la germinacién y propagar
masivamente estas especies, se propone el establecerlas en cultivo in vitro, objetivo

del presente trabajo.

5.2. CULTIVO IN VITRO DE TEJIDOS VEGETALES COMO ALTERNATIVA A LA
PROBLEMATICA

Debido a las grandes dimensiones de las especies y a los procesos de reproduccion,
comunes a las especies lefiosas, la biotecnologia ofrece una serie de técnicas para
superar las limitaciones bioldgicas convencionales; estas técnicas incluyen el cultivo
de células, la micropropagacién, seleccion genotipica in vitro, conservacion in vitro y
un gran namero de nuevas tecnologias en el campo de la genética molecular (Sanchez
et al, 1999).

El cultivo de tejidos es asi una herramienta muy util en los programas de mejoramiento,
ya que tiene el potencial de producir plantas de calidad uniforme a escala comercial, a
partir de un “genotipo selecto” y con una tasa de multiplicacion ilimitada. Esto es
posible gracias a la propiedad de totipotencialidad que tienen las células vegetales;
esto es la capacidad de regenerar una planta completa cuando estan sujetas a los
estimulos adecuados. Se le llama in vitro debido a que se cultiva en recipiente de vidrio

o plastico transparente bajo condiciones controladas (Hurtado, 1987).
5.2.1. Micropropagacion
Consiste en la propagacion de un genotipo de interés a gran escala a través del empleo

de las técnicas del cultivo de tejidos. Este cultivo es una herramienta util en los

programas de mejoramiento, ya que tiene el potencial de producir plantas de calidad
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uniforme a escala comercial, a partir de un genotipo selecto y con una tasa de

multiplicacion ilimitada en condiciones artificiales (Debergh, 1993; Olmos et al., 2004).

5.2.2. Vias primordiales para la propagacion asexual in vitro

Existen diferentes formas del cultivo de tejidos vegetales (Figura 5) (Hurtado, 1987).
|

Planta

—

Explantes: Hojas,
tallos, meristemos,

semillas
Organogénesis: .
Protoplastos Embriogénesis:
Directa e indirecta

Directa e indirecta
VAN & AN ~

Suspensiones Planta regeneradas

celulares 4

Figura 5. Tipos del cultivo de tejidos vegetales. Tomado de Hurtado y Merino, 1987 y

modificado por Sdnchez-Villegas, 2014.

5.2.2.1. Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica es la formacion de un embrion a partir de una célula, sin
la necesidad de la fusion de gametos (Tisserat et al., 1979). Esto no es un fenomeno
artificial y es conocido en la naturaleza como una forma de apomixis llamada embrionia
adventicia, descrita por primera vez por Strasburges en 1878 aunque fueron Reinert
(1958) y Steward et al. (1958) quienes descubrieron e identificaron por primera vez la

embriogénesis somatica.
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Este método, hasta ahora es de los mas eficientes para la produccion masiva de
plantas in vitro debido a la naturaleza bipolar del embrién, la posibilidad de ser
automatizado todo el proceso productivo, los altos coeficientes de multiplicacién en
cortos periodos de tiempo, al poder aplicarse los principios de la cinética microbiana y
la posibilidad de encapsular estas estructuras y obtener semillas artificiales.

5.2.2.2. Organogénesis

El término organogénesis se refiere al proceso de diferenciacion a través del cual
organos vegetales como raices, brotes, yemas florales, etc., son formados a partir de

explantes cultivados (Chawla, 2004).

La regulacion in vitro para promover la organogénesis fue demostrada por Skoog y
Tsui desde 1948 utilizando callos de Tabaco, Skoog y Miller en 1957, complementaron
la participacion hormonal de dicho fendmeno, y desde entonces el tabaco ha sido
utilizado como modelo para los estudios morfogenéticos sobre la regeneracion de
plantas a partir de tejidos y células (Gaba, 2005).

Entre los 6rganos que se pueden formar estan las raices o los brotes adventicios, los
cuales son estructuras muy similares a una yemay tienen la capacidad de originar una
nueva planta después de elongarse y formar raices. La organogénesis es mas comun
gue la embriogénesis somatica y tiene un gran potencial para la propagacién clonal

masiva de plantas.
De acuerdo a Chawla (2004), la produccién de plantas a través de la organogénesis

se lleva a cabo por dos vias: 1) La apariciéon de 6rganos adventicios directamente del

explante y 2) organogénesis a traves de la formacion de callo.
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Organogénesis Directa: Los tejidos somaticos de plantas superiores son capaces,
bajo ciertas condiciones, de regenerar raices adventicias. Los brotes adventicios son

los que surgen directamente del explante sin pasar por la fase de callo.

Organogénesis Indirecta: La organogénesis organogénesis indirecta, consiste en la
regeneracion de plantas a partir del explante en cultivo implicado en la formacion de
callo y su posterior diferenciacion en brotes que al individualizarse se consolidan como

plantas completas.

5.3. COMPONENTES PARA LA REALIZACION DEL CULTIVO IN VITRO DE
TEJIDOS VEGETALES

Para llevar a cabo el cultivo de tejidos vegetales se cuentan con algunos componentes

como el medio de cultivo y los reguladores de crecimiento.

5.3.1. Medios de cultivo

Los requerimientos nutritivos para un crecimiento exitoso varian con la especie, la
parte de la planta que se esté cultivando y con la respuesta que se desee obtener, es
por ello que se han creado diversos medios de cultivo cuyas diferencias estriban en

las cantidades y tipos de compuestos empleados.

Los componentes de los medios de cultivo generalmente se agrupan en cinco clases
de compuestos: a) macro y micro elementos; b) fuentes de carbono, generalmente
sacarosa; c) vitaminas; d) nitrdgeno reducido, y e) reguladores del crecimiento
(Villalobos et al., 1984).

El primer objetivo en la preparacion de un medio de cultivo es suministrar los
nutrimentos minerales en concentraciones adecuadas, se deben incluir los macro
elementos (C, H, O, P, K, N, S, Ca, y Mg) y los micro elementos(B, Zn, Cu, Mo, Fe,
CI); pero, para determinar la formulacion adecuada, que le brinde al tejido la mejor

19



oportunidad de desplegar su capacidad intrinseca para crecer, se debe hacer a través
de la experimentacion (Roca, 1991).

5.3.2. Fuente de carbono

Los azucares son productos de la fotosintesis de las plantas, proceso por medio del
cual la planta convierte el diéxido de carbono y agua en carbohidratos con la ayuda de
la clorofila y la luz. Sin embargo, las plantas que crecen in vitro debido a la baja
intensidad luminica no pueden fabricar el azGcar que requieren, por lo que es
necesario adicionar sacarosa al medio de cultivo, la cual es mas utilizada para
propésitos de micropropagacion. Generalmente se usan concentraciones de 1%-6%
de sacarosa en el medio de cultivo, aqui es convertida rapidamente en glucosa y
fructosa; la glucosa es la que primero se utiliza seguida de la fructosa. El aztcar blanco
refinado, puede resultar adecuado para la micropropagaciéon en muchos casos. Se
trata de un producto purificado y de acuerdo con los analisis se compone de 99,94%
de sacarosa, 0,02% de agua y 0,04% de otras sustancias (no hay indicaciones de que

estas ultimas puedan causar toxicidad in vitro) (Pierik, 1990).

5.3.3. Reguladores de crecimiento

Las fitohormonas pueden promover o inhibir determinados procesos. Dentro de las que
promueven una respuesta existen 3 grupos principales de compuestos naturales, cada
uno de los cuales con propiedades de regulacion del crecimiento en plantas: auxinas,

giberelinas, citocininas (Garcia, 2000).

En la mayoria de los casos los medios utilizados para el establecimiento de los cultivos
contienen auxinas (Acido indolacético (IAA), 2,4-D, Dicamba, Acido indolburtirico
(IBA), Picloram, etc), citocininas (Thidiazuron, BA, CIN, ZEA, 2iP,). Las giberelinas
(especialmente GAs) son requeridas en algunas ocasiones para el cultivo de

meristemos o para la elongacion de brotes (Roca, 1993).
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5.3.3.1. Auxinas

Las auxinas son hormonas vegetales naturales que regulan muchos aspectos del
desarrollo y crecimiento de las plantas. Otras formas naturales de auxinas son el acido
4-cloro-indolacético (4-ClIAA), &cido fenilacético (PAA), IBA y el acido indol propionico
(IPA; Ludwig, 2002).

5.3.3.2. Giberelinas

Las giberelinas se utilizan en varios procesos de desarrollo en vegetales. A pesar de
ser mas de 100 el numero descubierto en plantas, s6lo son unas pocas las que
demuestran actividad biol6gica. Su descubrimiento en plantas se remonta a la época
de los 30s, cuando cientificos japoneses aislaron una sustancia promotora del
crecimiento a partir de cultivos de hongos (Malonek et al. 2005).

5.3.3.3. Citocininas

Esenciales en diferentes procesos vinculados al crecimiento y desarrollo de las

plantas y relacionados a la accion de varios genes.

Se trata de derivados de la base adenina. El reconocimiento de las citocininas como
reguladores de crecimiento se inicié con el descubrimiento de la kinetina en la época
de los 50s. Su efecto hormonal fue visualizado rdpidamente al inducirse, en compafiia
de auxina, diferentes tipos de morfogénesis en tejidos de tabaco y de otras especies
bajo condiciones in vitro (Skoog & Miller 1965).
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6. JUSTIFICACION

Este trabajo de investigacion surgié porque hasta la fecha no hay investigaciones
sobre el cultivo in vitro de las dos especies estudiadas (Trema micranthum y
Heliocarpus appendiculatus) y en conjunto con la creciente demanda en extraccion de
la corteza de los arboles de jonote para la produccion de papel, actividad econémica
de gran importancia para los artesanos de San Pablito Pahuatlan en la Sierra Norte de
Puebla.

Aun cuando, se tiene una amplia distribucidon natural y especial abundancia en
cafetales por ser especies que dan sombra, existe la extraccion ilegal de esta corteza
por parte de artesanos enfrentando un desabasto en esta materia prima. Haciendo,
que los jonoteros se extiendan a otros estados e induciendo el trafico ilegal de corteza
del jonotero, por ejemplo descortezado los arboles que se encuentran en las zonas

cafetaleras del vecino estado de Veracruz.

Es por ello es que en base estos problemas, se buscaron alternativas de solucion,
entre ellas el uso de la micropropagacion, la cual despliega una gama enorme de
herramientas como el cultivo in vitro, cuyo fin es la de propagar clonalmente y

masivamente arboles de jonote para contar con mas individuos que ayuden a sostener

la demanda en la materia prima para la elaboracion de esta artesania.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Localizacion

La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal (UNIBVE)
en el Instituto Tecnoldgico Superior de Acayucan, ubicado en la carretera costera del

golfo, km. 216.4, col. Agricola Michapan, Acayucan, Veracruz (Figura 6).
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Figura 6. Mapa de ubicacion del area de estudio.

7.2. Colecta del material biolégico

Se colectaron frutos maduros que fueron extraidos de arboles jovenes de Trema
micranthum y Heliocarpus appendiculatus en Mayo y Octubre del 2012 y 2013 en la
region de los Tuxtlas.

A estos frutos se les retir6 la pulpa por abrasion, empleando una licuadora de uso
doméstico, posteriormente la humedad fue eliminada con papel adsorbente y
expuestas a una corriente de aire seco. Las semillas secas se almacenaron en cajas

Petri a temperatura ambiente.
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7.3. Rompimiento de latencia en semillas de Trema micranthum

Los experimentos fueron divididos en tres etapas:
1) Imbibicion de semillas,
2) Prueba de tetrazolio,
3) Pruebas de germinacion.

7.3.1. Imbibicion de las semillas
Las pruebas se realizaron para la determinacién de permeabilidad de las semillas al
agua. El experimento se realizd con tres repeticiones con 100 semillas cada una. El
ensayo se realizé en cajas Petri y papel absorbente saturado con agua destilada, a
temperatura ambiente (Figura 7), se registré la ganancia de peso a 0, 1, 2, 4, 8, 24
horas. Los pesos fueron estimados en una balanza analitica Denver®. Antes de
registrar el peso se elimind el agua superficial con la ayuda de papel absorbente y

posteriormente se registré el peso de cada una de las repeticiones.

P

c ITORa
e %

Figura 7. Prueba de imbibicion de las semillas de Trema micranthum.

7.3.2. Tincion con tetrazolio en embriones de Trema micranthum
Para el test de tetrazolio fue necesaria la extraccion del embrién, para ello, con ayuda
de una pinza se aplicé presion sobre las semillas con el objetivo de romper la testa

(Figura 8), seguido a ello se colocaron los embriones en agua destilada a temperatura
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ambiente, posteriormente con ayuda de un bisturi y una pinza para diseccion se
elimind el resto de la testa hasta la obtencion completa del embrion.

Se modifico el protocolo de Hernandez, 2009 para la tincion de embriones de Trema
micranthum. Para ello, los embriones se sumergieron en soluciones de cloruro de 2,
3, 5 trifeniltetrazolio (tetrazolio) a 0.5% y 1.0% durante 1, 3 y 24 h a temperatura
ambiente, bajo condiciones de oscuridad empleando un testigo para observar la

tincion. El protocolo de tincion fue aplicado a 10 embriones con 2 réplicas.

Figura 8. Semilla (superior izquierda), testa de extraccién de semillas (superior derecha),

embrion (inferior derecha) de Trema micranthum para las pruebas de tincion.

7.3.3. Pruebas de Germinacion
Las semillas que se utilizaron fueron previamente expuestas a un protocolo de

desinfeccion, el cual se llevé a cabo de la siguiente manera:

7.3.3.1. Desinfeccion de las semillas

Se prepar6 el material ex vitro para introducirlo a in vitro mediante un protocolo de

desinfeccién establecido y modificado de acuerdo a las especies (Dominguez, 2008).
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Las semillas fueron colocadas en una solucién fungicida (2 gt de Captan, 2 gL* de
manzate (mancozeb®), 2 gl terramicina) durante 12 horas. Finalizado el tiempo se
desecho la solucién y fueron lavadas con agua estéril y destilada, para retirar el exceso
de antifingicos, posteriormente se colocaron en una solucion de antioxidantes (acido
ascorbico y acido citrico) por 30 minutos y fueron transferidas a la campana de flujo
laminar en donde se le retiraron los antioxidantes y fueron colocadas en una solucién
de hipoclorito de sodio al 10% (cloralex®) durante 20 minutos, seguido a ello se elimin6
dicha solucion y se adiciond H202 50% por 1 minuto y finalmente se expusieron en
alcohol al 70% por 10 minuto una vez finalizado el protocolo fueron lavadas con agua
desionizada y estéril hasta retirar el exceso de todas las soluciones (Figura 9).

Figura 9. Desinfeccion en campana de flujo laminar para la siembra in vitro.

7.3.4. Evaluacion del Acido Giberélico y Nitrato de Potasio como promotores

de germinacion en Trema micranthum

Finalizado el protocolo de desinfeccion, las semillas se colocaron en tubos eppendorf
los cuales contenian una solucion de &cido giberélico o nitrato de potasio a tres
concentraciones diferentes (Tabla 3), cada tubo contenia al menos 20 semillas, y
después se colocaron al menos cinco semillas por frasco, este experimento se realizé
por triplicado. Transcurrido el tiempo de imbibicion de las semillas (24 horas), estas
fueron sembradas en medio MS (Murashigue y Skoog, 1962) y se colocaron en el

cuarto de incubacion bajo condiciones controladas de fotoperiodo de 16-8 horas
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luz/oscuridad, intensidad luminosa de 140uM m s™* con una temperatura de 25+2 °C, y
humedad relativa del 40% hasta su germinacion.

Tabla 3. Tratamientos para promover la germinacion de Trema micranthum durante
24 horas.

Reguladores de crecimiento
[mgl-]
GAs3 500
GA3 1000
GA32000
KNOs 500
KNO3z 1000
KNO3s 2000

Tratamiento

o 0o~ W N P

7.4. Propagacion in vitro de Trema micranthum y Heliocarpus

appendiculatus

Para la propagacion de las dos especies, se utilizé el medio de cultivo MS adicionado
con tres reguladores de crecimiento a diferentes concentraciones, en los cuales se
colocaron hipocétilos y cotiledones provenientes de plantulas germinadas in vitro, a

continuacion se hace la descripcion de estos experimentos:

7.4.1. Medio de cultivo utilizado para la obtencion de plantulas

El medio de cultivo que se utilizé para la germinacion de las semillas de las especies
fue MS, el cual fue enriquecido con vitaminas (10 mll't), antioxidantes (10 ml L) y
azUcar (15 gl't), el pH se ajust6 a 5.75 con HCI 1N y NaOH 1N, como agente gelificante
se utilizd Agar® (Agar-Agar) (7 gI?).

En la Figura 10 se muestra, el diagrama de procedimiento que se llevo a cabo para la

elaboracion del medio de cultivo, los cuales fueron al final colocados en frascos de vidrio
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tipo gerber, sellados con papel aluminio, concluyendo el proceso con la esterilizacion

en autoclave a 120°C y1.5 psi durante 20 minutos (Figura 11).

Elaboraciéon de medio
MS (Murashige &
Skoog, 1962)

¢

Preparacion de
soluciones madres (I, 11,
I, 1V, V), vitaminas y

antioxidantes

¢

Aforar con agua
desionizada

L)

Fijacion de PH 5.75

L)

Y

10 ml I’ de soluciones
I-V, vitaminas y
antioxidantes

Figura 10. Esquema de la elaboracion del medio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962).

2

Azicar (15 gl't) + agua
desionizada.

Disolver

Agregar 7 gl
Disolver

¢

Calentar por 8 minutos
Dosificar en frascos
(25 ml)

$

Esterilizacién a 120°C
por 20 min.

Almacenamiento en
cuarto de incubacion

Figura 11. Equipo utilizado para la elaboracién de medio de cultivo. a) Balanza analitica, b)

Potenciometro, c) Autoclave, d) medios de cultivo.
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Después de la siembra, se transfirieron al cuarto de incubacién bajo condiciones
controladas, con un fotoperiodo de 16-8 horas luz/oscuridad, una intensidad luminosa
de 140uM m s1, una temperatura de 25+2 °C, y humedad relativa del 40%.

7.4.2. Induccion a Organogénesis de Trema micranthum y Heliocarpus
appendiculatus

Para la induccion de brotes adventicios de Trema micranthum y Heliocarpus
appendiculatus se utilizé el medio MS, al cual fue enriquecido con tres reguladores de
crecimiento: BAP, Kinetina y Espermidina a tres concentraciones diferentes (Tabla 4),

cada uno de ellos contando con tres repeticiones.

Para este experimento se tomaron como explantes los hipocoétilos y hojas
cotiledonares obtenidos de las plantulas germinadas in vitro, las cuales fueron
disectadas en 3 partes cada una (Figura 12) dentro de la campana de flujo laminar
bajo condiciones totalmente asépticas con el objetivo de evitar la contaminacién por

hongos y bacterias que se encuentran en el ambiente.

Tabla 4. Tratamientos para la induccion de brotes de Trema micranthum y Heliocarpus

appendiculatus.

Tratamiento Regule-ldc-)res de [mgl]
crecimiento

1 0.5
2 BAP

3 3
4 0.5
5 Kinetina 1
6 3
7 0.5
8 Espermidina 1
9 3
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Figura 12. Plantulas y explantes utilizados para la induccion de brotes. a) Plantula de H.
appendiculatuz, b) Hipocétilos de H. appendiculatuz, ¢) Hojas de H. appendiculatuz. d)

Plantula de T. micrantum. e) Hipocotilos de T. micrantum, f) Hojas de T. micrantum.

Finalizada la siembra, se colocaron en el cuarto de incubacion bajo condiciones
controladas, con un fotoperiodo de 16 -8h luz/oscuridad, intensidad luminosa de
140uM m s con una temperatura de 25+2 °C, y humedad relativa del 40%, para

después evaluar los resultados de formacion de brotes por explantes.

Cabe mencionar que estos registros se siguieron cada tercer dia durante un ciclo de
cultivo (30 d).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

El proceso de germinacion esta influenciado por diversos factores internos y externos.
Dentro de los factores internos se encuentran la viabilidad del embrién, cantidad y
calidad del tejido y los diferentes tipos de dormancia que pueden presentar. Alguno de
los factores externos que retardan el proceso de la germinacion son el grosor de la

testa, disponibilidad de agua, temperatura, etc.

Los resultados que se obtuvieron en los experimentos realizados en este trabajo se

dividieron en dos partes:

a) Imbibicién de semillas, tincion con tetrazolio y evaluacion de GAz y KNOs como
promotores de la germinacion en semillas Trema micranthum.

b) Cultivo in vitro de Trema micranthum y Heliocarpus appendiculatus.

8.1. Rompimiento de latencia en semillas de Trema micranthum

8.1.1. Imbibicién de las semillas

Las pruebas de imbibicion tuvieron como finalidad determinar la permeabilidad de las
semillas al agua (Baskin, 2001), para determinar la rapidez de absorcién de agua y
poder establecer el tiempo necesario para impregnar las semillas con los promotores

de la germinacion y el tetrazolio.

La (Figura 13) muestra el comportamiento tipico durante la etapa | de imbibicion de las
semillas. Durante las primeras tres horas de imbibicién, las semillas presentan un
incremento significativo de peso, lo que demuestra una cierta rigidez de la testa. Sin
embargo, después de cinco horas se presenta una rapida absorcion de agua, y esta
se estabiliza después de las quince horas de exposicién.

Los resultados demuestran que las semillas de T. micranthum presentan una rapida

absorcion de agua, alcanzando un incremento en peso aproximado de 0.043 g, lo
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anterior indica un tipo de latencia enddégena, no siendo la testa una barrera para el

restablecimiento del metabolismo de la semilla (Bewley, 1994).

Con base en los resultados obtenidos se determiné que para evaluar el efecto de los
promotores de germinacion y la viabilidad, 24 horas son suficientes para lograr una

maxima imbibicioén.
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0.14 -
C
2 0.138 - -
)
& .\;/._—_J.
0.136 A i
0.134 A
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0 1 2 4 8 15 24
t (horas)

Figura 13. Ganancia de peso (g) en semillas de Trema Micranthum durante la imbibicion.

8.1.2. Tincidén con tetrazolio en semillas de Trema micranthum

La prueba de tetrazolio fue utilizado para categorizar la viabilidad de los embriones. En
los embriones, el tetrazolio diferencia los tejidos vivos de los muertos en base a la
actividad de enzimas de la respiracion (deshidrogenasas). Al ser hidratadas las
semillas, la actividad de las deshidrogenasas incrementa, resultando en la liberacion de
iones hidrégeno, lo que reduce a la solucion de tetrazolio a formazan (color rojo). El
formazan tifie a las células vivas de color rojo, en tanto que las muertas permanecen
sin colorear. La viabilidad de las semillas se determin6 en funcion del patron de tincion

del embrion y la intensidad de la coloracion.
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La Figura 14, muestra los resultados obtenidos en una solucion al 0.5% p/p de
tetrazolio. Como puede observarse de manera general, el grado de tincion fue

dependiente del tiempo de inmersion.

Durante las primera 3 horas de exposicion los embriones no presentaron coloracién
alguna (Figura 14(b-c), sin embargo, a partir de 6 horas (Figura 14(d)) los embriones
de las semillas de Trema micranthum comenzaron a presentar una tonalidad rojiza,

alcanzando una mayor tincion a las 24 horas.

A diferencia de ello, en la Figura 15(e-f) se observa que cuando las semillas estuvieron
bajo la concentracion al 1% de tetrazolio ya presentaban coloracion rosa claro a partir
de las tres horas de exposicion de las semillas (Figura 15(c)) y conforme transcurrieron

las horas se tornaron a color rojo mas fuerte.

Sin embargo, la tincién con tetrazolio no se determina si una semilla germinara, debido
a que las semillas a partir de la tincion de los tejidos de los embriones pueden

categorizarse como viables, viables germinables y no viables (Borza et al., 2007).

Tincién con tetrazolio 0.5%.

a b c

Figura 14. Tincién con tetrazolio al 0.5% con embriones de Trema micranthum a diferentes
tiempos de exposicion: a) Testigo b) 1 hora; c) 3 horas; d) 6 horas; e) 12 horas; f) 24 horas.
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Tinciéon con tetrazolio 1%.

a b c

Figura 15. Tincion con tetrazolio a diferentes tiempos de exposicion: a) Testigo b) 1 hora; ¢) 3
horas; d) 6 horas; e€) 12 horas; f) 24 horas.

Con los resultados obtenidos se pudo observar que a mayor concentracion mayor

tincion en los embriones en menor tiempo de exposicion.

Resultados similares fueron reportados por Hernandez, M. I. et. al. (2009) para
Vaccinium meridionale Swartz, donde obtuvieron una mejor tincién con la dosis de 1%
de tetrazolio en comparacién con la de 0,5%, con resultados méas evidentes con
imbibicion en el quimico, al 1%, durante 3 h en condiciones de temperatura ambiente.
La prueba de tetrazolio es un método reconocido para el analisis de viabilidad de las

semillas (Nurse et al., 2005).

8.1.3. Pruebas de Germinacion

La germinacion de las semillas de Trema micranthum de manera ex vitro es tardia,
tiende a germinar después de los 60 dias de la siembra, sin embargo, de manera in

vitro se observo que la germinacién se presenté a partir del dia 27 de siembra.
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En la Figura 16 se puede observar que el porcentaje de germinacion mas alto en las
semillas de Trema micranthum se presenté al ser expuestas en el Acido Giberélico,
debido a que se alcanzé una germinacion mayor al 30% a una concentracion de 500
mgl? a partir del dia 27; seguida a ella se obtuvo un 24% de germinacién con 1000 mgL-
1 de Acido Giberélico y por ultimo un maximo del 10% en concentracion de 2000 mgl-.

A diferencia de los resultados con Acido Giberélico, se mostr6 menor porcentaje de
germinacion con el Nitrato de Potasio (Figura 17) ya que la germinacién comenzé a
partir del dia 36 con un 5% aproximadamente con 500 mgl* de Nitrato de Potasio y en
el dia 48 se presentd una estabilizacion de la germinacion (10%). Siendo asi hasta el
dia 54 que se presentd un incremento en el porcentaje y estabilizdndose al dia 57 con

un 14% de semillas germinadas.

Por otra parte, en la misma figura también se puede observar que el tratamiento con
2000 mgL™! no tuvo ningln indicio de germinacion.

Comparando los resultados de ambos promotores de la germinacion, el Acido
Giberélico obtuvo mayor porcentaje de germinacion en relacién a los dias y el tiempo

de exposicidon de las semillas en comparacion del Nitrato de Potasio.

En investigaciones realizadas para la germinacién in vitro de forestales, han utilizado
acido giberélico como regulador de crecimiento para embriones, ya que permite mejorar
la energia germinativa de las especies, debido a que este regulador es conocido como

principal hormona para inducir la germinacion (Vidales, 2003).

Por otro lado, los resultados que se obtuvieron pudieron ser comparados con otras
especies como en las semillas de agraz, en donde de la misma manera se obtuvo un
porcentaje del 32% de germinacion con acido. Giberélico (Devlin et al., 1977; Giba et
al., 1995).
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De acuerdo con Santamaria et. al., (2012), otra especie que tuvo un efecto positivo
ante la exposicion del acido giberélico fue el Cedrela montana, en el cual a pesar de
gue no obtuvo germinacion del 100%, mostré un efecto germinativo ante la presencia

de este promotor (60%).

La comparacion de los resultados obtenidos en este estudio contra otros de diferentes
especies muestra que el efecto de los promotores de germinacion como el acido
giberélico es positivo, por lo que se puede usar ante la latencia que presenten algunas
semillas, sin embargo, la concentracion a utilizar y el tiempo de imbibicion van a

depender de la especie.
50
40
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-10

m 0 mgl-1 500 mgl-1 ® 1000 mgl-1 m 2000 mgl-1

Figura 16. Acido giberélico (GAs) en el porcentaje de germinacién de Trema micranthum

después de 27 y hasta 60 dias.
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Figura 17. Nitrato de Potasio (KNO3) en el porcentaje de germinacién de Trema micranthum.

En la figura 18, se incluye la categorizacion de la viabilidad (germinacion y latencia) y
de la no viabilidad (ausencia de tincidn con tetrazolio) obtenida en las semillas de Trema
micranthum. El porcentaje de geminacion, porcentaje de semillas viables germinables

y el porcentaje de semillas no viables se obtuvieron por las siguientes expresiones:

] ] ) Numero de semillas germinadas
% de semillas viables germinables = ( Somillas totales )x 100
) ] Numero de semillas tefiidas
% de semillas viables = ( - )x 100
Semillas totales
) ] Numero de semillas no tefiidas
% de semillas no viables = ( - )x 100
Semillas totales

Las semillas de Trema micranthum tuvieron un 80% de viabilidad, 35% de semillas
germinadas y 45% de semillas viables no germinadas, por ultimo, se obtuvo el 20% de

semillas no viables con las pruebas en el test de tetrazolio.
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m Viabilidad de las semillas
Semillas germinadas

m Semillas viables no
germinadas

Figura 18. Categorizacion de la viabilidad (germinacion y latencia) y de la no viabilidad

(ausencia de tincién con tetrazolio).

8.2. Induccion a Organogénesis de Trema micranthum

Con una concentraciéon de 3 mglt de BAP se obtuvo un porcentaje menor al 10% en
la induccién de brotes (Figura 19 a) y mayor induccién de masas callosas (80%). Por
otro lado, con una concentracion de 1 mglt de BAP se obtuvo una mejor respuesta en
relacion al nimero de brotes en los explantes (24%) (Figura 19 b), seguido a ello a
concentraciones de 0.5 mgl* de BAP existié un porcentaje menor al 20% de induccién

de brotes.

Sin embargo, se demuestra que Trema micranthum tiende a obtener mayor porcentaje
de brotes cuando se disminuyeron las concentraciones (1y 0.5 mgl?).

Otro de los tratamientos que obtuvo alto porcentaje de brotes fue al utilizar 1 mgl-* de
Kinetina, en donde al igual que con la hormona BAP se tuvo un mayor niamero de
brotes, el cual supero 15% (Figura 19 e), a diferencia de esto, cuando se utilizaron
concentraciones de 3 y 0.5 mgl! de Kinetina se tuvo un porcentaje menor de brotes

(10%) (Figuras 19 d, f); se apreci6é que hubo presencia de masas callosas.
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Por otro lado con la hormona Espermidina a las tres concentraciones utilizadas 3,1,
0.5 mgl* Espermidina no hubo altos porcentajes de inducciéon de brotes, las tres
concentraciones utilizadas estuvieron por debajo del 10% de brotes obtenidos (Figuras
19 g, h, i). Haciendo una comparacion entre los tres reguladores de crecimiento que
se utilizaron Espermidina no mostré un porcentaje alto de brotes a comparacion de los
reguladores de crecimiento BAP y Kinetina como se puede observar en la figura 20.

Figura 19. Brotes de Trema micranthum. a) Brotes y masas callosas obtenidas con 3 mgl*
BAP, b) Organogénesis en exposicion con 1 mgl* BAP, c) Brotes y masas callosas en 0.5
mgl* BAP, d) Organogénesis obtenida en 3 mgL? Kinetina, e) Organogénesis en 1 mgl*
Kinetina, f) Obtencion de brotes con 0.5 mgl? Kinetina, g, h) 3 mgL? y 1 mgl! Espermidina
presentaron solo induccién de érganos, i) Masas callosas obtenidas con 0.5 mgl?* Espermidina.
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Figura 20. Brotes de Trema micranthum obtenidos en los diferentes reguladores de crecimiento con las diferentes concentraciones

utilizadas después de tres dias de exposicion en cada regulador de crecimiento.

Los resultados graficados se obtuvieron con el promedio general de las repeticiones.
De acuerdo a lo planteado se puede observar que no existe diferencia estadistica significativa entre cada uno de los
tratamientos "sp>0.05.
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Espermidina fue el regulador de crecimiento que presentd mayor porcentaje de
induccién de brotes por explante, teniendo como resultado que a 1 y 0.5 mgl* de
Espermidina se tuvieron 3 brotes por explante, al igual que ello, se presentd el

mismo resultado al contabilizar con 1 mgl* de BAP (Figura 21).

Sin embargo, a diferencia de otras especies como el cedro rojo, Trema micranthum

presentd la induccion de brotes a partir del sexto dia de la siembra.

|
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Figura 21. Porcentaje de brotes por explante de Trema micranthum

Estos resultados difieren con los obtenidos por Sammantaray (1994), ya que realizé
induccién organogénica en Trema orientalis y obtuvo mayor porcentaje de induccion
de masas callosas que brotes cuando los explantes fueron expuestos en un medio
de cultivo enriquecido con la combinacion de BAP, NAA.

A diferencia de ello, Trema micrantha presentd un porcentaje mayor en induccion
de brotes, sin embargo se obtuvieron alrededor del 20% de masas callosas con los
reguladores de crecimiento BAP y Kinetina a 3 mgL! y posteriormente se obtuvo la
organogenesis.
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8.3. Induccion a Organogénesis de Heliocarpus appendiculatus

El efecto del BAP presenté un bajo porcentaje de induccién de brotes en las
concentraciones de 3 y 1 mgl! (Figura 22 a, b), a concentraciones de 0.5 mgl* no
hubo presencia de brotes y se obtuvo el 100% de induccién de callos a partir del
séptimo dia de la siembra (Figura 22 c). Esto puede deberse a que la especie

presenta altas concentraciones de auxinas de forma natural.

Los explantes que se sembraron en las tres concentraciones de Kinetina, tuvieron
como resultado mayor del 10% de brotes adventicios de Heliocarpus

appendiculatus.

A concentraciones de 3y 1 mgl? se tuvo igualdad de induccién de brotes (Figura 22
d, e), a diferencia de ello, al observar los explantes que se colocaron con 0.5 mgL*

de Kinetina tuvieron menor porcentaje de induccion (Figura 22 f).

Espermidina tuvo mayores resultados al aplicar 1 mgl! sobre los explantes (Figura

22 h) a diferencia de las concentraciones de 3 y 0.5 mgl* (Figura 22 g, i).

La comparacion de los resultados obtenidos (Figura 23) con los tres reguladores de
crecimiento aplicados a los explantes de Heliocarpus appendiculatus bajo tres
concentraciones diferentes, en donde se aprecia que al aplicar BAP 3 mgl?! se
obtuvo un porcentaje de 12.77% de induccion de brotes, los cuales comenzaron con
su desarrollo a partir del sexto dia de la siembra, diferido a esto 1 mgl-* de BAP solo

obtuvo un 5% de brotes y 0.5 mgl™ no tuvo induccién de brotes.

Después del sexto dia de siembra, los explantes que se encontraban con Kinetina
con 3y 1 mgl? tuvieron un porcentaje de induccién del 15% y un 9% a 0.5 mgL™?
manteniendo el mismo numero de explantes con brotes durante los 30 dias de

siembra.
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Estos mismos resultados se obtuvieron con Espermidina a 1 mgl? en el cual tuvo el

mismo porcentaje que los explantes anteriores.

Comparando el efecto de los tres reguladores de crecimiento, se puede observar
que para esta especie al aplicar concentraciones de 3 y 1 mgl?! se obtiene un

porcentaje no mayor al 15% de brotes.

En otras especies que se ha llevado a cabo la induccion organogénica no se han
observado los mismos resultados, esto se debe a que son diferentes especies, en

donde:

Alvarez (2004) menciona que en G. arbdrea los mejores resultados, en porcentaje
de brotes se presentaron cuando los explantes se cultivaron con 0.5 mglt de BAP
(25%); se evidencio que al aumentar las dosis de BAP (1 y 3 mgL') en ambos
medios de cultivo se produjeron fendbmenos de hiperhidratacion y callogenesis a
partir de la segunda semana de cultivo y concluyd que la concentraciéon adecuada

de citoquinina para inducir organogénesis, debe ser inferior a 1.0 mg/L.

Valverde, 2002 encontré que en Dalbergia retusa existia una tendencia a disminuir
el nimero de brotes con aumentos en las concentraciones de la benciladenina, no
obstante el andlisis de los datos no revelé diferencias significativas entre los
tratamientos (p>0.05). El valor mas alto (78 brotes) se observé a una concentracion
de 4.4 uM y el menor valor (50 brotes) a una concentracién de 22.2 uM. El promedio
de brotes por explante fue muy similar en todas las concentraciones y tampoco se

hallé diferencia significativa entre los tratamientos (p>0.05).

De acuerdo a lo reportado por Otahola (2000) en Parchita, observé la formacion de
numerosos brotes en cada explante, en los cuales en el analisis de datos mostro
diferencias significativas estadisticamente del 5%, en donde el mayor nimero de
brotes obtenidos se presentd cuando los explantes fueron expuestos con BAP 0.6
mglt, sin embargo, existi6 mayor efecto inductivo cuando los explantes se

expusieron en 1.2 mgl* de este mismo regulador.

43



Similarmente, Dornelas et, al., (1994) quien trabajé con diferentes especies de
Pasiflora, encontraron que el mayor porcentaje de obtencion de brotes result6 al

exponer los explantes en BAP 1 mgl?.

Estos resultados obtenidos en este trabajo son similares a los dos expuestos
anteriormente en donde se demuestra que al utilizar BAP a concentraciones de 1y

0.5 mgl* hay una induccién de brotes.

Finalmente, el cultivo de tejidos vegetales como parte de la biotecnologia cada dia
es mas necesaria y Util en la recoleccion, intercambio y preservacion de especies
forestales amenazadas, en peligro de extincién o con un gran valor econémico a
nivel industrial, debido a que mundialmente se ha incrementado la demanda de

productos forestales.
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Figura 22. Induccién de brotes de H. appendiculatus. a) 3 mgl BAP, b) 1 mgl* BAP, c) 0.5
mgl* BAP; d) Obtencién de callos con 3 mgl?, e) Obtencién de brotes con 1 mgl? Kinetina,
f) 0.5 mgl? Kinetina, g) 3 mgl* Espermidina, h) 1 mgl? Espermidina, i) 0.5 mgl?*

Espermidina.
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Figura 23. Porcentaje de brotes de Heliocarpus appendiculatus obtenido del dia seis hasta el dia treinta.
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El mayor porcentaje de brotes que se obtuvo fue con BAP a 1 y 0.5 mglt con un 8%
aproximadamente de brotes por explante, seguido a ello, Espermidina obtuvo un
porcentaje mayor al 7%, por otra parte, Kinetina presentd resultados menores al 7%
(Figura 24).
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Figura 24. Brotes por explante de Heliocarpus appendiculatus obtenidos en la exposicion de
hipocétilos en los reguladores de crecimiento con las tres concentraciones utilizadas después de
treinta dias de exposicion.

47



9. CONCLUSIONES

Al realizar las pruebas con el test de tetrazolio se observo que las semillas de Trema

micranthum tienen un porcentaje del 50% de viabilidad.

Los protocolos que fueron utilizados para la germinacion, demostraron que las semillas
de Trema micranthum presentan latencia de tipo enddgena, la cual, se puede inhibir con
promotores de germinacion como el GAs [500 mgL™?], el cual acelera el proceso de
germinacion en base al tiempo a partir del dia 36 (10%); sin embargo, no supera la tasa
de germinacién en condiciones naturales (mayor al 60%).

Por otro lado, KNO3 no tuvo el mismo resultado en las semillas de esta especie, ya que

la germinacién comenz6 a partir del dia 40 con un porcentaje no mayor al 5%.

Las semillas de Heliocarpus appendiculatus no muestra ningun tipo de latencia, por lo
que fue posible su germinacion rapida por medio de la técnica de propagacion del cultivo

in vitro.

Un sistema de propagacion via organogénica a partir de fragmentos de hipocétilos fue
desarrollado. La induccion de brotes adventicios en Trema micranthum cultivados en
medio MS mostr6 que al agregarse BAP a concentraciones de 0.5 y 1 mgl? obtuvo un
porcentaje mayor al 23% de brotes, difiriendo asi con 3 mgl!t que presentd induccion
menor al 10%.

Heliocarpus appendiculatus no presentd respuesta positiva en base a induccion de
brotes cuando se evalu6 el efecto del BAP a diferentes concentraciones, ya que se
obtuvo un porcentaje mayor al 90% de callos. Diferido a ello, al evaluar el efecto de
Kinetina se observé que hubo un porcentaje mayor del 10% de induccion de brotes a

concentraciones de 0.5y 1 mgl?

Estos resultados demuestran que depende de la especie y la concentracion de los

reguladores de crecimiento en la induccion de brotes.
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