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JUSTIFICACION:

Las razones por las cuales la produccion de aceites esenciales a partir de callos y no de
ninguna otra parte del material vegetal va constituir una innovacion interesante para la
adquisicion de estos mismos son los siguientes:

1.

Los aceites esenciales son unicos, volatiles, insolubles en agua y poseen muchas
propiedades terapéuticas los cual les da un valor agregado a estas sustancias.
(Martinez, Febrero 2003)

Son sustancias con mucha aplicacion en industrias variadas como las farmaceéutica,
cosmeética, perfumes entre otras lo cual vuelve este producto mucho més rentable.
(Martinez, Febrero 2003)

Al ser sustancias tan concentradas deberan manejarse con precaucion ya que se
necesita mucho material vegetal para la obtencidn de estos permitiendo que los callos
sean una alternativa mas viable. (Jain, 2010)

El cultivo de callos ofrece un gran potencial para la produccion de metabolitos
secundarios de interés. (Sharapin, 2000)

Este sistema permite controlar mejor la produccion, a diferencia de los métodos
tradicionales con plantaciones, los cuales presentan variaciones en la calidad y
cantidad del producto debido a cambios climatoldgica, estacional, problemas
geopoliticos o tenencia del suelo. (Sharapin, 2000)

Alternativa para el cultivo de especies no domesticadas y/o dificiles de cultivar a
campo.

La capacidad de establecer un sistema de produccion definido, en relacion a las
demandas del mercado.

La produccion de compuestos quimicos conocidos provenientes de plantas de
crecimiento lento o dificil de obtener por extraccion o por sintesis quimica.

El cultivo de callos para la obtencion de aceites esenciales de Jasminum officinale es una
opciodn deseable para acelerar la produccién masiva de este metabolito en cuestion, reducir
la cantidad de material vegetal a utilizar para la extraccién de este en cultivos tradicionales
asi como para asegurar el excelente rendimiento y calidad del producto a obtener.

No se han realizado trabajos de obtencidn de aceites esenciales a partir del cultivo de callos
de Jasminum officinale dado que no se encontraron reportes cientificos.
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OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto del método de desinfeccion de explantes, diferentes concentraciones de 2,4-
D sobre el porcentaje de formacion de callos embriogénicos y determinar la presencia y
cantidad de aceites esenciales en jasminum offinale

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
 Evaluar el efecto de los métodos de desinfeccidn de explantes.
¢+ Evaluar diferentes concentraciones de 2,4-D para la formacién de callos.

+«+ Determinar la presencia de aceites esenciales en callos.
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PROBLEMAS A RESOLVER:

En México, crece constantemente el interés por el uso de productos naturales que poseen
aceites esenciales ya sea en mayor o menor proporcion. Segun el articulo “Catalogo de
cultivo del INEGI 20077, existen muy pocas empresas en el pais que produzcan aceites
esenciales por lo cual se tienen que importar, aumentando asi su costo y su calidad. Algunos
aceites esenciales que encontramos en el mercado son artificiales y por tal razén carecen de
propiedades por las cuales son usados en aromaterapia, cuidados de la piel entre otros.

Hoy en dia la elaboracion de formulaciones liquidas con fragancias de origen vegetal en México,
si bien es conocida, no se ha desarrollado con todo su potencial, esto teniendo en cuenta la
diversidad de flora y Fauna de nuestro pais, el cual ocupa uno de los primeros lugares a nivel
mundial. Este privilegiado puesto, permite visualizar la potencialidad de fragancias diferentes al
cual podriamos tener acceso, sin embargo, como se dijo anteriormente, este mercado el cual
mueve millones en el mundo no ha despegado en Mexico con la fuerza que se esperaria.

Sin embargo la primer problemética para resolver para el establecimiento de protocolo de
cultivo de tejidos es la seleccion de explantes y desinfeccion de los mismos.

Establecimiento de un protocolo de desinfeccion de explantes de manera eficaz para cultivo
de Jasminum officinal. Dado que en la basqueda de articulos cientificos no se encontraron
trabajos realizados con esta planta.

Una de las propiedades importantes del tejido calloso es la Ilamada friabilidad, esta se puede
definir, como la tendencia de las células a separarse unas de otras, por cual un callo friable
es aquel que se disgrega con facilidad. Desde el punto de vista morfogénico, la caracteristica
mas importante del callo es la totipotencialidad de sus células, ya que, en general, con un
manejo adecuado de las condiciones nutricionales, hormonales y ambientales, tienen la
capacidad de desarrollar brotes, raices, embriones, etc., los cuales pueden llegar a formar
plantulas completas. (UNAD, 2014) Es por ello que:

La propagacion vegetativa asegura la conservacion de las caracteristicas varietales durante
generaciones sucesivas, lo cual representa una ventaja para este cultivo, sin embargo, las
tasas de multiplicacion son bajas y el cultivo de yuca por estacas constituye un medio de
diseminacion y transmision de plagas y enfermedades, principalmente virus y micoplasmas.
(Roca W., 1984)

Aln no existen sistemas de propagacion eficientes. Los principales problemas que se han
presentado en la micropropagacion, son los derivados de varios factores como: la presencia
de contaminantes microbianos enddgenos; la necrosis apical; la oxidacion fendlica; el
enraizamiento; la disponibilidad y repuesta estacional de los explantes, y la supervivencia ex
vitro. Ademas, la edad y estado de desarrollo de la planta madre, representan ain hoy
significativas limitaciones para la multiplicacion masiva. (Fajardo, 2006)
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PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS
ACTIVIDADES REALIZADAS:

Material vegetal.

Los explantes, consistentes en segmentos uninodales de plantas de Jasminum officinale
aparentemente sanas cultivadas durante 9 meses en condiciones semicontroladas e
iluminacion natural con fotoperiodo de 12 horas, procedian de un vivero ubicado en
Berriozébal, Chiapas.

Los trabajos se realizaron en el laboratorio de cultivos vegetales del Instituto Tecnoldgico de
Tuxtla Gutiérrez.

FIGURA 1.- Material vegetal donador de explantes (planta sin tratamiento previo y con tratamiento previo
respectivamente)

Seleccion del explante.

La multiplicacién de brotes a partir de yemas puede darse utilizando explantes con mamilas
o arelas obtenidos de plantas de campo. La brotacion de yemas axilares se da mediante la
activacion de areolas 0 mamilas; ambos son centros meristematicos que presentan diferentes
grados de letargo, pero tiene la capacidad de desarrollar uno o0 mas brotes idénticos a la planta
que les dio origen, debido a que contienen meristemos preexistentes.

Explantes grandes son mas dificiles de desinfectar (Surga, JG y Guevara Y., 1994), pero
generalmente poseen un potencial regenerador considerablemente mayor por eso se
considera un tamafo que sea suficiente para conservar la capacidad de regenerar el cultivo.
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Preparacion del medio MS.

El crecimiento de las plantulas in vitro depende principalmente de los medios utilizados v,
por lo tanto, de las soluciones preparadas. EI medio base Murashige & Skoog (1962) es
ampliamente utilizado en los laboratorios; las concentraciones de sales y vitaminas que
contiene son adecuadas para el normal crecimiento de las plantulas en condiciones in vitro.

A continuacién se desarrollan los procedimientos de preparacion de las soluciones stock que
se usan en la preparacion de medios de cultivo MS:

Preparacion de stock A: sales

NHsNO3 3509
KNO3 40.0g
CaCl*2H20 10.3 g
KH2PO4 35¢g
HsBOs 01lg
MnS0O4.H20 049

ZnSO4*7H20 029
Kl 0.02 g
NaMoO4 0.004 g

Disolverlos en 200 ml de agua destilada.

Preparacion de stock B: MgSOa

Pesar 3.7 g de MgSO4*7H,0 en 100 ml de agua destilada

Preparacién de stock C

Pesar 0.75 g de Na2EDTA disolver en 20 ml de agua destilada caliente
Pesar 0.55 g de FeSO4*7H20 disolver en 20 ml de agua destilada

Mezclar ambas soluciones y llevar a 100 ml adicionando agua destilada
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Preparacion de stock D: vitaminas

Tiamina HCI 20mg
Glicina 100mg
Acido nicotinico 25mg
Pyridoxina HCI 25 mg

Disolver en 500 ml de agua destilada
PREPARACION DE SOLUCION BASE MS
Para 1 litro de media base mezclar
100 ml de solucion stock A

10 ml de solucion stock B

5 ml de solucion stock C

10 ml de solucion stock D

100 mg de mio-inositol
Ajustar volumen a 1 litro con agua destilada
Se ajusto a un pH de 5.7y se agregd Phytagel (2.5 g/l) para solidificar el medio

Se esterilizo el medio en autoclave con una presion de 15 Ib/ft? a una temperatura de 121°C
por un tiempo de 15 minutos.
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Tratamientos de desinfeccion.
METODO 1

Se realiz6 un tratamiento previo de captan (3.125 g/l) y agrimicin (3.125 g/l) en una planta
por un periodo de 3 dias antes de realizar el método de desinfeccion en el laboratorio y se
uso otra planta sin llevar un tratamiento previo. Una vez concluidos los 3 dias del tratamiento
se realizd la desinfeccion de explantes en el cual se realizd corte de ramas de las plantas
cortando segmentos uninodales, se inici6 el tratamiento el cual consiste en lavar con jabon
comercial y agua destilada una vez realizado, dentro de la campana de flujo laminar se
realizé un lavado con una solucion de agrimicin (6.25 g/l) y captan (2.5 g/I) durante un tiempo
de 15 min y constante agitacion, seguido de un lavado con agua destilada estéril el siguiente
lavado fue en un método con una solucion de cloro al 15% durante 15 min seguido de tres
lavados con agua destilada estéril y se sembré en medio MS con 10 repeticiones y 5 explantes
por repeticion.

METODO 2

Se realiz6 un tratamiento previo de captan (3.125 g/l) y agrimicin (3.125 g/l) en una planta
por un periodo de 3 dias antes de realizar el método de desinfeccion en el laboratorio y se
uso otra planta sin llevar un tratamiento previo. Una vez concluidos los 3 dias del tratamiento
se realizo la desinfeccion de explantes en el cual se realizé corte de ramas de las plantas
cortando segmentos uninodales, se inici6 el tratamiento el cual consiste en lavar con jabén
comercial y agua destilada una vez realizado, dentro de la campana de flujo laminar se
realiz6 un lavado con una solucion de agrimicin (6.25 g/l) y captan (2.5 g/l) durante un tiempo
de 15 min y constante agitacion, seguido de un lavado con agua destilada estéril el siguiente
lavado fue en un método con una solucion de cloro al 30% durante 15 min seguido de tres
lavados con agua destilada estéril y se sembrd en medio MS con 10 repeticiones y 5 explantes
por repeticion.
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METODO 3

Se realiz6 un tratamiento previo de captan (2.5 g/l) y agrimicin (6.25 g/l) en una planta por
un periodo de 7 dias antes de realizar el método de desinfeccion en el laboratorio. Una vez
concluidos los 7 dias del tratamiento se realizd la desinfeccion de explantes en el cual se
realizd corte de ramas de las plantas cortando segmentos uninodales, se inici6 el tratamiento
el cual consiste en lavar con jabon comercial y agua destilada, se colocaron 2 gotas de
Microdyn por 30 minutos una vez realizado, dentro de la campana de flujo laminar se realiz6
un lavado con una solucion de agrimicin (6.25 g/l) y captan (2.5 g/l) durante un tiempo de 15
min y constante agitacion, seguido de un lavado con agua destilada estéril el siguiente lavado
fue en un método con una solucion de cloro al 30% durante 15 min seguido de tres lavados
con agua destilada estéril y se sembré en medio MS con 10 repeticiones y 5 explantes por
repeticion.

METODO 4

Se condiciono el medio en el que la planta se encontraba tratando de disminuir la humedad
de su medio ademas se realizé un tratamiento previo a la planta donadora de explantes con
una solucién de 500 ml de captan- agrimicin con una concentracion de 2.5 g/l y 6.25 g/l
respectivamente durante un periodo de 2 semanas la cual se regaba cada tercer dia. Una vez
concluidos las 2 semanas se realiz6 la desinfeccion de explantes en el cual se realizo corte de
ramas de las plantas cortando segmentos uninodales, se inicid el tratamiento el cual consiste
en lavar con jabdn comercial enjuagando con agua destilada se llevaron los explantes a la
camara de flujo laminar en el cual se realizé el lavado con captan (2.5 g/l) y agrimicin (6.25
g/l) durante 15 minutos y agitacion constante se enjuago 2 veces con agua destilada estéril,
el siguiente lavado fue con alcohol al 70% durante 15 minutos enjugando 2 veces con agua
destilada estéril, se lavo en una solucion de cloro al 30% durante 15 minutos enjuagando 2
veces con agua destilada estéril , para el ultimo lavado se utiliz6 nano plata en 3
concentraciones (100,150 y 200 mg/l) las 3 concentraciones a tres tiempos (5, 10 y 20
minutos) y se embreo en medios MS solido con 4 repeticiones con 2 explantes por frasco.
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METODO 5

Se condiciono el medio en el que la planta se encontraba tratando de disminuir la humedad
de su medio ademas se realiz6 un tratamiento previo a la planta donadora de explantes con
una solucion de 500 ml de captan- agrimicin con una concentracion de 2.5 g/l y 6.25 g/l
respectivamente durante un periodo de 2 semanas. Una vez concluidos las 2 semanas se
realizo la desinfeccion de explantes en el cual se realizd corte de ramas de las plantas cortando
segmentos uninodales, se inicio el tratamiento el cual consiste en lavar con jabon comercial
enjuagando con agua destilada, un lavado con coloro comercial (1.6% de hipoclorito de
sodio) durante 5 minutos y enjuagado con agua destilada ,se llevaron los explantes a la
camara de flujo laminar en el cual se realiz6 el lavado con captan (2.5 g/l) y agrimicin (6.25
o/l) durante 15 minutos y agitacion constante se enjuago 2 veces con agua destilada estéril,
el siguiente lavado fue con alcohol al 70% durante 15 minutos enjugando 2 veces con agua
destilada estéril, se lavo en una solucion de cloro al 30% durante 15 minutos enjuagando 2
veces con agua destilada estéril , para el ultimo lavado se utiliz6 nano plata en 3
concentraciones (200, 400 y 500 mg/l) las 3 concentraciones a un tiempo de una hora y media
al final se embreo en medios MS solido con 4 repeticiones con 2 explantes por frasco.

Recopilacion de datos.

El porcentaje de explantes contaminados se determind wusando la fdérmula

xe =284 100
= — %
‘T Et

donde Ec es el numero de explantes contaminados y Et es el nimero de explantes totales

aplicados en el método correspondiente.

Los datos se tomaron mediante el monitorio que se realiz6 de forma periddica, la

contaminacion se evalu6 en porcentaje con respecto al nimero total de explantes.

Los datos fueron estadisticamente analizados mediante el paquete estadistico de Microsoft
Excel 2013 con un a=0.05.
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HIPOTESIS:

Se presentan dos tipos de hipdtesis: Ho: Hipdtesis nula, Ha: Hipotesis alterna.
Ensayo de desinfeccion con yemas

Ho: No hay diferencias entre los tratamientos de desinfeccion y el % de contaminacion de

explantes

Ha: Si hay diferencias entre los tratamientos de desinfeccion y el % de contaminacion de

explantes

RESULTADOS:

METODO 1

Tres dias después de realizar la siembra en el medio se revisaron los explantes en los cuales
se comenzo a presentar contaminacion por un hongo de morfologia circular, algodonosa de
color blanco.

FIGURA 2.- Contaminacion presente en los explantes método de desinfeccion 1
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Los explantes donados por la planta a la que no se sometid a un tratamiento previo presento
una contaminacion del 100% a los 3 dias, mientras que los explantes donados por la planta a
la que se sometidé a un tratamiento de captan-agrimicin al paso de 3 dias presento una
contaminacion es del 72% sin embargo en todas las repeticiones se presentaban explantes
contaminados.

PORCENTAJE DE

EXPLANTES CONTAMINACION
SIN
0
TRATAMIENTO 100%
CON 2%

TRATAMIENTO

TABLA 1.- Resultados del método de desinfeccién nimero 1 con respecto al porcentaje de
contaminacion.

METODO 2

Tres dias después de realizar la siembra en el medio se revisaron los explantes en los cuales
se comenzo a presentar contaminacion por un hongo de morfologia circular, algodonosa de
color blanco.

FIGURA 3.- Contaminacion presente en los explantes aplicando el método de desinfeccion 2.

Pagina 15| 24



Los explantes donados por la planta que no llevo un tratamiento previo con solucion captan-
agrimicin presentaron un mayor porcentaje de contaminacion a diferencia de los explantes
provenientes de la planta que llevo el tratamiento previo.

EXPLANTES PORCENTAJE DE CONTAMINACION
SIN TRATAMIENTO 60%
CON TRATAMIENTO 48%

TABLA 2.- Resultados del método de desinfeccion nimero 2 con respecto al porcentaje de
contaminacion.

Sin embargo todas las repeticiones presentaron por lo menos un explante contaminado por el
hongo.

METODO 3

La contaminacion se inicié a presentar en el medio de cultivo a los dias seis después de la
siembre Unicamente en seis repeticiones, a los siete dias se present6 en nueve repeticiones
mas y a los 10 dias se presentd en las Gltimas tres repeticiones.

FIGURA 4.- Contaminacion presente en los explantes aplicando el método de desinfeccion 3.

Pagina 16|24



Con este método aunque no se lograron obtener explantes en condiciones estériles se logré
retrasar la aparicion del hongo a un total de 10 dias

PROCENTAJE DE

DIAS CONTAMINACION
3 0%

6 30 %

7 75 %

10 100 %

TABLA 3.- Aumento de contaminacién por hongo en los medias respecto a los dias después de la
siembra.

METODO 4

Tres dias después de realizar la siembra en el medio se revisaron los explantes en los cuales
se comenzo a presentar contaminacién por un hongo de morfologia circular, algodonosa de
color blanco.

FIGURA 5.- Contaminacion presente en los explantes aplicando el método de desinfeccion 4.
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TIEMPO

5 MINUTOS 10 MINUTOS 20 MINUTOS
CONCENTRACON
150 mg/I 100% 100% 100%
200 mg/I 100% 100% 100%
250 mg/I 100% 100% 100%

TABLA 4.- Porcentaje de contaminacion de método 4 en distintas contracciones de nano plata y
diferentes tiempos de  exposicion al desinfectante

El hongo se expres6 en mayor cantidad que en métodos anteriores, a pesar que se usé
Unicamente una planta con un tratamiento previo de solucién de captan-agrimicin.

METODO 5

Tres dias después de realizar la siembra en el medio se revisaron los explantes en los cuales
se comenz0 a presentar contaminacion por un hongo de morfologia circular, algodonosa de
color blanco en todas las repeticiones en las 3 concentraciones usadas de nano plata.

FIGURA 6.- Contaminacion presente en los explantes aplicando el método de desinfeccion 5.
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ANALISIS ESTADISTICO:

C/tratamiento 1
S/tratamiento 2
c/tratamiento 2
3er tratamiento
4° tratamiento
5° fratamiento

—
O
—
=
Q2
£
O
—
O
-
S~
(7¢]

nso 52 32 36 75 72
Hzo 20 16 24 30 25 38
‘< :
. -

7 8
. 0
. :
- :

TABLA 5.- Resultados generales porcentaje de contaminacion de todos los métodos
aplicados a los explantes.
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_ Cuenta Suma Promedio Varianza
_ 2 100% 0,5 0,18
_ 2 72% 0,36 0,0512
_ 2 48% 0,24 0,0128
_ 2 60% 0,3 0,0072
_ 8 100% 0,125 0,013685714
_ 2 100% 0,5 0,125
_ 2 100% 0,4975 0,0300125

TABLA 6.- Resumen de analisis de varianza de un solo factor.

_Entre grupos  0,49531125 6 0,082551875 2,137744329 0,118174005 2,915269239
- 0,5020125 13 0,038616346

]

‘Total | 0,99732375 19

TABLA 7.- Resultados de anélisis de varianza

Para la toma de decision se compara el valor de la probabilidad con el valor de o utilizado en
el andlisis y dado que P>a se dice que:

Ho iy =ty = 1y = 1y = phs = 15 = 14,

Lo que significa que no existe diferencia en las medias de los métodos aplicados por lo tanto
se puede concluir que no existe diferencia estadistica significativa entre los métodos de
desinfeccion aplicados en los explantes de Jasminum officinale.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES:

Conclusion:

Los nieves de contaminacion alcanzada y las diferencias observadas entre los métodos
aplicados en los explantes podrian haber sido ocasionados por varios factores; dado que los
experimentos fueron realizados durante la época lluviosa se presentan condiciones
ambientales adecuadas para la proliferacion y ocurrencia de diferentes microorganismos, los
mismos que contaminaron el material donante, persistiendo a pesar de los procesos de
desinfeccion a nivel laboratorio.

Todas estas pérdidas por explantes contaminados se deben a que los contaminantes como los
hongos encontraron un ambiente favorable para su multiplicacion, formando rapido colonias
que llegan a inactivar a los explantes e incluso modificar el medio de cultivo.

Debido a la descripcion macroscopica del hongo puede tratarse de un hongo del género
Fusarium o Aspergillus Existe la posibilidad que se trate de un hongo endéfito que se
encuentra entre los tejidos de los explantes, por lo cual los métodos de desinfeccion
superficial no tuvieron un efecto favorable.
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Recomendaciones:

Algunos métodos fueron modificados, con el fin de aumentar la efectividad en nuestro
explante, los resultados no fueron los esperados para nuestra muestra, no obstante es

necesario apegarse a los métodos propuestos y revisados en articulos cientificos.

Con el fin de evitar la contaminacién de los explantes o cualquier solucion a preparar, es
recomendable preparar las soluciones en una campana de flujo laminar; esto debido a que

algunas soluciones de trabajo se contaminaron durante el desarrollo del presente trabajo.

Se tuvieron algunos problemas para la obtencién de explantes sembrados de buena calidad
de las yemas de las plantas, pues los explantes se contaminaban en el medio de cultivo, por

lo que se modifico el protocolo establecido para el uso de medios de desinfeccion

Al momento de realizar la siembra debera realizarse dentro de la campana de flujo laminar
con el propdsito de evitar contaminacion por factores externos y reducir lo mas que se pueda
las posibilidades de contaminacion y amentar la efectividad del método de desinfeccion

previamente modificado para su mejor rendimiento.

Las plantas de jazmin deben ser regadas cada tercer dia con una solucion de captam y

agrymicin (V/V) preparadas como lo marca el empaque, para su previo acondicionamiento.
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COMPETENCIAS DESARROLLADAS Y/O APLICADAS:

Durante la duracion de la residencia profesional me permitié adquirir conocimientos y
habilidades basicas como:

Capacidad de analisis y sintesis

Capacidad de organizar y planificar
Comunicacion oral y escrita

Habilidades basicas de manejo de la computadora
Habilidad para buscar y analizar informacion proveniente de fuentes diversas
Capacidad critica y autocritica

Trabajo en equipo

Habilidades de investigacion

Capacidad de aprender

Habilidad para trabajar en forma auténoma
Capacidad de generar nuevas ideas

VVVYVYYVYVYYYVYYVYYVYY
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