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RESUMEN

La germinacion in vitro actualmente es un método eficaz para la propagacion de especies vegetales, sin

embargo, es un procedimiento costoso. El implementar modelos de germinadoras permite realizar esta PALABRAS
practica con materiales accesibles y abajo costo. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la germina- CLAVE
cién in vitro de semillas de importancia agricola en medios de cultivo Murashige & Skoog (MS) a través de un

prototipo. Se utilizaron semillas comerciales. Se realizaron dos ensayos con variacion en las especies de  Cultivo
semillas utilizadas, en el primer ensayo se utilizaron semillas de rabano (Raphanus sativus), zanahoria (Dau- Agricultura
cus carota),), pepino (Cucumis sativus), y jitomate (Solanum lycopersicum). En el segundo ensayo se utiliza-  Biotecnologia
ron semillas inicamente de rabano (Raphanus sativus). Para la desinfestacion, se realizaron inmersiones, en

etanol al 10% durante 5 minutos; posteriormente se aplicé hipoclorito de sodio (NaCl0) al 5% durante 5

minutos en constante agitacion y, finalmente tween 20 al 3% durante 5 minutos. Se evalu6 la germinacién de

las semillas en dos germinadoras comerciales y un prototipo de germinadora automatizado, a través de un

analisis morfométrico Las semillas comenzaron a mostrar cambios a partir de los 5 dias posteriores dela

siembra. Se obtuvo desarrollo de radicula, hipocotileo y cotileddn. Los cultivos de rdbano (Raphanus

sativus) presentaron proliferacion en todas las muestras experimentales, a diferencia de las semillas de za-

nahoria (Daucus carota), y jitomate (Solanum lycopersicum). Se concluye que el prototipo es viable para

germinar semillas de rabano, sin embargo, atin requiere de grandes mejoras para cumplir con su propésito.

Por otra parte, en comparacion con la germinadora 1y el prototipo, la germinadora que obtuvo un mejor

rendimiento en cuanto a tiempo de germinacion, tamafio y desarrollo de las plantulas fue la germinadora

2,en comparacién con las semillas y plantulas de las dos caAmaras de germinacion.

ABSTRACT
In vitro germination is currently an effective method for the propagation of plant species, however, it is
a costly procedure. The implementation of germination models allows this practice to be carried out with KEYWORDS
accessible materials and at low cost. The present work had the objective of evaluating the in vitro germina-
tion of seeds of agricultural importance in Murashige & Skoog (MS) culture media through a prototype. ~ Crop
Commercial seeds were used. Two trials were conducted with variation in the seed species used, in the first ~ Agriculture
trial seeds of radish (Raphanus sativus), carrot (Daucus carota), cucumber (Cucumis sativus), and tomato  Biotechnology
(Solanum lycopersicum) were used. In the second trial, only radish (Raphanus sativus) seeds were used. For
disinfestation, seeds were immersed in 10% ethanol for 5 minutes, then 5% sodium hypochlorite (NaCl0)
was applied for 5 minutes under constant agitation, and finally 3% tween 20 was applied for 5 minutes.
Seed germination was evaluated in two commercial germinators and a prototype of an automated ger-
minator, through a morphometric analysis. Radicle, hypocotyl and cotyledon development was obtained.
The cultures of radish (Raphanus sativus) showed proliferation in all experimental samples, unlike the
seeds of carrot (Daucus carota) and tomato (Solanum lycopersicum). It is concluded that the prototype is
viable for germinating radish seeds, however, it still requires major improvements to fulfill its purpose. On
the other hand, in comparison with germinator 1 and the prototype, the germinator that obtained a better
performance in terms of germination time, size and development of the seedlings was germinator 2, in
comparison with the seeds and seedlings of the two germination chambers.
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I. INTRODUCCION

La produccién masiva de plantas de manera convencional, no ha
resultado eficiente en los ultimos afios, debido al incremen- to
de sequias, desarrollo de nuevas plagas, falta de nutrientes,
entre otros factores. Una solucién que se ha implementado
es la micropropagacion, especificamente la germinacién in
vitro de semillas de importancia agricola. El término propa-
gacion in vitro, hace referencia al cultivo de semillas, dentro
de un frasco de vidrio enriquecido con medio de cultivo MS
(Murashige & Skoog). Entre los parametros que deben con-
trolarse se encuentran: la asepsia, el pH, la temperatura y la
humedad principalmente (Castillo, 2004).

La técnica de propagacion in vitro permite una rapida
propagacion de plantas en cualquier época del aflo, ademas
puede ser una alternativa para la conservacion de plantas en
peligro de extincion (Pizarro, 2012). El éxito depende en gran
medida del medio adecuado complementado con fitorregula-
dores (Rodriguez et al.,, 2004). La técnica requiere de un am-
biente en condiciones controladas que solo se pueden obtener
dentro de una germinadora o en un cuarto de crecimiento
con luz artificial, a una temperatura promedio de 25°C, una
intensidad de 25 a 35 pmol/m2 seg con un fotoperiodo de 12
a 16 horas de luz (Garciglia,2019).

Aunado a lo anterior, las condiciones que se requieren
para mantener los especimenes en condiciones de calidad y
de asepsia, se realiza en equipos especializados, con costos
muy elevados, requieren de mantenimiento constante, en
muchos de los casos las reparaciones tardan mucho tiempo,
debido a que las piezas se tienen que adquirir fuera del pafs;
consumen gran cantidad de luz, ademdas ocupan gran volu-
men, dificultan su transporte y limpieza. Por otra parte, se
presentan situaciones de que no existe almacenamiento de
datos obtenidos en un lapso de tiempo; el investigador tiene
que realizar monitoreo de manera directa y continua, lo cual
conlleva a que interrumpa otras actividades. Para el desarro-
llo de cultivos in vitro, se puede poner en practica la biotecno-
logia, con el propdsito de mejorar diversas variedades, recu-
rriendo a métodos mas sencillos, como el uso de un prototipo
automatizado para los cultivos in vitro y germinacién de se-
millas horticolas, debido a que no requiere de costos elevados
para su mantenimiento, ademas los materiales necesarios son
de facil acceso e inclusive se pueden reciclar. En este contexto,
para el prototipo se disefi6 un programa en el que investiga-
dor pueda obtener datos de ciertas variables desde cualquier
dispositivo movil y sin importar el lugar donde se encuentre.
Por tal motivo, el objetivo del presente trabajo de investiga-
cién fue la evaluacién de la germinacion in vitro de semillas
de importancia agricola en medios de cultivo Murashige &
Skoog (MS) a través de un prototipo.
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Il. METODOLOGIA

El proyecto de investigacion se desarrolld en el laboratorio de
bioquimica y biotecnologia, ubicado en la unidad de prac-
ticas del Instituto Tecnolégico Superior de Zacapoaxtla. El
municipio de Zacapoaxtla, estd ubicado Entre los paralelos
19° 43’y 19° 58’ de latitud norte; los meridianos 97° 31’y 97°
39’ de longitud oeste; altitud entre 900 y 2 800 m. en la Sierra
Nororiental del estado de Puebla. (INEGI 2010).

La cantidad de semilla de rabano (Raphanus sativus), pe-
pino (Cucumis sativus L.), jitomate (Solanum lycopersicum) y
zanahoria (Daucus carota) utilizada fue de 2.8 gr.

Se pesaron 1.05 gramos de Medio Murashige & Skoog
(MS), 3.7 gramos de sacarosa, 0.024 gramos de Kinetina y
0.245 gramos de Tiamina; para ello se utilizé una balanza
analitica. Posteriormente, se midieron 245 ml de agua destila-
da en una probeta de 500 ml para diluir los reactivos sélidos,
se colocaron en un Matraz Erlenmeyer de 250 ml, después se
le afiadid el agua destilada. La solucién se homogenizo enuna
plancha de calentamiento a una temperatura 22.5 °C a 300
rpm durante 15 minutos. Se midid el pH, para verificar que
estuviera en un rango de 5.6 a 5.8. Para evitar la con-
taminacion por hongos o bacterias que pudieran afectar al
medio se agregd 1 microlitro de antibiético de eritromicina a
cada frasco de vidrio, ademas para que la semilla tuviera un
buen desarrollo, se le agregd 0.5 mililitros de benciloamina-
purina. Se lavaron los frascos con jabén y agua, desinfectan-
dolos con hipoclorito de sodio (NaClO). Se agregaron 20 ml
del medio a cada frasco. Para cada unidad experimental se le
colocé un puente de papel filtro de aproximadamente 7 cm
de didmetro, para retener las semillas, con la finalidad de que
estos pudieran estar en contacto con el medio de cultivo. Se
cerraron los frascos con las tapas para cultivo in vitro; poste-
riormente se procedio a la esterilizacion en autoclave durante
20 minutos. La campana de flujo laminar se desinfecté 20
minutos antes de iniciar la siembra con alcohol etilico al 70%,
para eliminar residuos y algunos contaminantes. Posterior-
mente, se encendio6 el UV durante 15 minutos, en seguida se
encendieron los mecheros, asi como el flujo y la luz.

Preparacion de medios de cultivo liquido con MS.
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Medios de cultivo liquido con puentes de papel filtro.

Para iniciar esta fase fue indispensable estimular la semi-
lla mediante un ligero lijado. Posteriormente, se colocaron las
semillas con agua destilada durante la noche anterior a la rea-
lizacién de la siembra in vitro.

Para la desinfeccion de las semillas, se utilizaron 3 ma-
traces de aforacién de 50 ml, en donde el primero de ellos se
agregd 25 ml de hipoclorito de sodio (NaCl0), en el segundo
se hizo una preparacion agregando 3 ml de Tween (Polisor-
bato 20) y en el tltimo de ellos 10 ml de alcohol, los cuales
fueron aforados con agua destilada. Se vertié cada solucién
en un vaso de precipitado de 50 ml y en cada uno de ellas
se realizé un lavado de las 48 semillas de rabano (Raphanus
sativus) durante 5 minutos.

Se pusieron 4 semillas por cada frasco de forma espacia-
da. De igual forma en condiciones de asepsia se cerraron los
frascos, cuidando que el medio no tuviera contacto con el
ambiente.

Finalmente, se Identificé el lote de medio de cultivo pre-
parado indicando el nombre de la especie, ademas se agre-
garon los nombres de las estudiantes y fecha de preparacion.

Siembra de semillas en condiciones de asepsia.

Se distribuyeron las muestras experimentales en cada una
de las germinadoras, dentro de laboratorio de botanica (ger-
minadora 1y 2),y el laboratorio de electrénica analdgica se
coloco el prototipo. En la cdmara de germinacion 1, se pusie-
ron 3 unidades experimentales a una temperatura de 25°C,
en la germinadora 2 el mismo valor de unidades a evaluar, a
una temperatura de 27°C, por tltimo, en el prototipo se colo-
caron un total de 6 unidades experimentales, se distribuyeron
en 3 niveles, con un rango de temperatura de 25°C- 28°C.
Se realizaron 2 réplicas del mismo experimento, cada una de
ellas evaluada a los 7 dias.

Germinadora 1

Germinadora 2
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Desarrollo de prototipo para la germinacion de semillas horticolas.

I1l. RESULTADOS

De acuerdo a las dos pruebas realizadas a partir de la investiga-
cion, en la primera repeticién se sembraron semillas de rabano
(Raphanus sativus), zanahoria (Daucus carota), pepino (Cucu-
mis sativus), y jitomate (Solanum lycopersicum), de las cuales
solamente las semillas de rdbano germinaron. En donde se ob-
servé que en las 3 caracteristicas morfoldgicas (Tablal) creci6
en un rango promedio de 0.6 a 0.8 cm de longitud en radicula,
desarrollo de 1.08 a 1.3 cm promedio correspondiente a hipo-
cétilo y un rango entre 0.4 a 0.5 cm de longitud del cotiledon.

Enla germinadora 1y 2 crecieron del mismo tamafio, en
el prototipo se observd crecimiento inferior al obtenido en las
camaras de germinacion.

En la segunda repeticion se realizd solamente con semillas
de rabano (Raphanus sativus) durante una semana se observé
que en las 3 caracteristicas morfologicas (Tabla 2) la radicula
crecidé en un rango de 0.5 a 1.6 cm promedio, el hipocétilo
creci6 en promedio de 0.1 a 1.9 cm y el cotileddn creci6 en un
rango de 0.3 a 1.7 cm, en las 3 para las germinadoras que se
utilizaron durante el experimento. En la germinadora 1 hubo
variacion de crecimiento en los ejemplares con color verde in-
tenso y se percaté que una semilla no se logré germinar. En la
germinadora 2 hubo variabilidad de crecimiento, mismo color
verde intenso y el grosor de radicula fue la misma.

En el prototipo hubo gran variacién en crecimiento, des-
tacando un aspecto de color amarillento en las plantas y la
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mayoria de las semillas no lograron germinar dentro de los 3
niveles colocados, por lo tanto, en el nivel 2 se observé que la
mayoria de plantulas no germinaron y solo hubo escaso desa-
rrollo en los niveles 1y 3.

Resultados de medidas morfométricas de los ejemplares de semilla de rdbano (Raphanus
sativus), zanahoria (Daucus carota), pepino (Cucumis sativus), y jitomate (Solanum lyco-
persicum) de cada germinadora

NZ de N°de Descripcion Radicu Longitud Longitu Observacion
germinade muest la (cm) de dde es
ra ra hipocotil cotiled
eo{cm)  6n (cm)
1 Frasco Medio liquido 0.8 13 04 Verde
1 al 100% intenso,
Rébano radicula
ancha.
1 Frasco Medio liquido 0 0 0 Semillas sin
2 al 100%. germinar
Pepino
1 Frasco Medio liquido 0 0 0 Semillas sin
3 al 100%. germinar
Zanahoria
1 Frasco Medio liquido 0.8 12 0.5 Verde
4 al 100%. intenso,
Rabano radicula
ancha.
2 Frasco Medio liquido 0 0 0 Semillas sin
5 al 100%. germinar
Jitomate
Prototipo  Frasco Medio liquido 0 0 0 Nivel 1.
6 al Semillas si
100%. Jitom germinar
ate
Prototipo  Frasco Medio liquido 0 0 0 Nivel 2.
7 al 100%. Semillas sin
Pepino germinar
Prototipc  Frasco Medio liquido 0.6 1.08 0.4 Nivel 3.
8 al 100%. Verde
Rébano intenso,
radicula
ancha.

Resultados de medidas morfométricas de los ejemplares de semilla de rabano (Raphanus
sativus) de cada germinadora.

BEpCIon ) B &8
germinadors  muselra {em) dé 1]
hipocatlio  cotledon
cm) e
T Fraseo 1 Wedo luds 17 Werde ineensn,
al 100%. radicula ancha.
Ribano
T Frasca T - iE] K] LA Werge Irensn,
"’:‘“;E'd“ radicula ancha,
‘Ribane, 1 semilla sin
ne germinar
T Frasco 3 Weso gada T [i:] LE] Werds Ireenss,
al 100%. radicula ancha
Rabang
=) 280 ouia (5] 1E TE Verds Ineenss,
al 100%. radicula ancha
Ribano
Tasco B30 ko (1] 1T L Werde Irensn,
al 100%. radicula ancha
Rabano
Tascn &0 s TE K] TE Warta Iraensn,
al 100%. radicida ancha
Ribana
Fralalipa Frasco 7 Wedo louis TE [ TE Wivel T, calar
al 100%. amarilia, 2
Rabano semillas sin
germinar
ratotipa TAsCo edio ligukdo K L E el 1, calar
al 100%. amanillo,
Rabano radicula ancha 3
semillas sin
germinar
Fratalipa Frasco B Weso lgada T (] T Fivel 2, o
al 100%. germmine ni una
Rabang semila,
Fraiciipo Fraseo 10 Medo ouro T TE T el 2, calar
al 100%. armarille,
Rabano radicula delgada
3 semillas sin
germinar
Framiipa Frasoo 11 Wedo oudo (i) (1] LS Tival 3, Colar
al 100%. amaril palids,
Rabana radieua
delgara, 1
semila sin
germine:
Fralolipa Frasco 1 Media L] [i2] LS Wivel 3, calar
liquida al werde clars,
A00%. radicula ancha,

Rabano 2 semillas sin

qerminar
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Ejemplares de la germinadora 1. Sequndo ~ Ejemplares de la germinadora 2. Segundo
ensayo

Ejemplares de la germinadora 3. Segundo
ensayo

IV.CONCLUSIONES

En el primer ensayo lograron germinar 4 plantulas de rabano
(Raphanus sativus) de un total de 12 plantulas, a base de cultivo
liquido, en un frasco de los 3 colocados en la germinadora 3
(prototipo); Se lograron germinar semillas de rabano, esto de-
bido a que el tiempo de germinacion de esta semilla es menor
al de las demas. Se logré evaluar la germinacidn in vitro de se-
millas de importancia agricola en medios de cultivo Murashige
& Skoog (MS) a través de un prototipo. El prototipo cuenta con
las caracteristicas necesarias para germinar in vitro semillas de
rabano en medios de cultivo Murashige & Skoog (MS), el equi-
po se encuentra en proceso de automatizacion para factores
de temperatura y humedad, para lo cual, se esta desarrollando
un software que permita controlar las variables anteriormente
mencionadas.

En comparacion con la germinadora 1 y el prototipo, la
germinadora que obtuvo un mejor rendimiento en cuanto a
tiempo de germinacidn, tamafio y desarrollo de las plantulas
fue la germinadora 2, en comparacion con las semillas y plan-
tulas de las dos camaras de germinacion. Durante la pandemia
por el COVID-19, uno de los principales problemas a los que
se enfrentd durante la investigacién; fue que en las primeras
reuniones con los docentes se llevaron a cabo en linea, para tal
motivo la comunicacion no era fluida, debido a problemas con
la red; ademas de tener medidas un poco mas restrictivas en
cuanto al acceso a laboratorios, esto debido a que se buscaba
evitar aglomeraciones de maestros y alumnos. Por otra parte,
las semillas y algunos materiales de laboratorio no se encon-
traban facilmente disponibles, debido a que los distribuidores
tuvieron inconvenientes en ventas o envios.
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