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Resumen

La Dahlia pinnata es la flor nacional de México que posee distintas propiedades medicinales, cosméticas, y alimentarias.
Sin embargo, es una planta propensa a distintas plagas y enfermedades que pueden afectar estas propiedades. La técnica de
cultivo in vitro permite la multiplicacion de plantas en condiciones estériles, elimina el problema de contaminacion y a su
vez permite un mejor aprovechamiento de las propiedades. Los problemas a los que se enfrenta esta técnica son sus
procedimientos meticulosos, sus tiempos de desarrollo y sus costos elevados. El objetivo de este trabajo es optimizar la
metodologia in vitro de la especie Dahlia pinnata dentro de las instalaciones del IDIT de la Ibero Puebla. La metodologia
consistio en la seleccion de segmentos nodales que pasaron por un tratamiento de desinfeccion con hipoclorito de sodio al
5% y que se sembraron en frascos que contenian medio MS, asi como fitohormonas. La metodologia fue evaluada y
reportada en cursogramas analiticos de procesos que se emplearon para poder realizar la optimizacion. Se aplicaron los
cambios a la metodologia y se realizé una comparacion y analisis de ambas metodologias. Los principales resultados son la
optimizacién de tiempos y movimientos reduciendo un total de 79 minutos. A su vez se observd que hubo una mayor
elongacion y porcentaje de supervivencia (75%) en la metodologia optimizada, siendo los tratamientos control los que
brindaron mejores resultados. Se concluye que la optimizacion fue disefiada y realizada con una reduccion relevante de
tiempos de proceso, sin afectar el crecimiento de los cultivos.
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Introduccion

En el pais existe una gran demanda de plantas medicinales
que se utilizan desde productos certificados hasta remedios
caseros. Sin embargo, debido a la falta de conocimiento en
el tratamiento, su existencia se ha reducido. Tan solo en el
estado de Puebla se reporto una pérdida de alrededor del 30%
de estas plantas en los tltimos 7 afios [1]. La mayor parte de
las flores que se cultivan en México provienen del
extranjero, esto ha ocasionado que las plantas endémicas del
pais no sean aprovechadas y estudiadas [2]. La Dahlia
pinnata, es una flor endémica de México designada la flor
nacional, que ha adquirido una importancia ornamental en el
extranjero provocando una mayor demanda en el mercado
[3,4]. No se trata de una flor sino una inflorescencia, esto
quiere decir que se compone de dos tipos de flores pequefias
por lo que no se han realizado muchos trabajos de
investigacion en el pais [2].

La Dahlia pinnata es una planta que cuenta con propiedades
medicinales, cosméticas, y alimentarias, esto quiere decir
que tiene un alto valor nutricional y farmacéutico [1,5-7], el
problema al que se enfrenta esta flor es que tiene una
tendencia a presentar plagas y enfermedades que afectan sus
propiedades medicinales y demdas usos por lo que su
extraccion directa puede resultar costosa y complicada [8-
10].

La importancia de plantas medicinales in vitro recae en la
demanda que existe de estas, esta técnica permite desarrollar
cultivos donde se pueden producir niveles de metabolitos
secundarios superiores y con actividad terapéutica mayor a
la de plantas cultivadas de manera tradicional, ademas de la
necesidad de que estén libres de patogenos. La técnica in
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vitro al ser un proceso realizado de manera estéril asegura
que la planta se encuentra en 6ptimas condiciones y lista para
su distribucion, es decir, incrementa la productividad,
eficiencia, la calidad, y por lo tanto rentabilidad del producto
[4].

Una de las principales caracteristicas de la Dahlia pinnata es
que contiene inulina, un prebidtico el cual beneficia la
digestion ademas de colaborar en la asimilacion de ciertos
minerales como el calcio y el magnesio. Los camotes de esta
especie vegetal tienen fibra dietética y fibra natural, aporta
agua, proteinas y su consumo beneficia a la flora intestinal
[11].

La técnica in vitro permite el sancamiento y propicia la
multiplicacion de la especie, garantizando fidelidad genética,
sin embargo, el planteamiento del problema del cultivo in
vitro es que es un proceso que requiere métodos meticulosos
y especificos, cuyo tiempo de desarrollo y costo es elevado
en comparacion al cultivo tradicional de plantas [12]. Si bien
el cultivo in vitro ha existido desde 1934, éste ha avanzado
considerablemente con el paso del tiempo y conforme van
existiendo nuevas tecnologias e ideas éste se puede seguir
modificando para optimizar sus tiempos y costos [13-18].
Como se mencionaba anteriormente para los investigadores
la Dahlia pinnata es propensa a diversas plagas y
enfermedades que no le permiten desarrollarse por completo
o es mas tardado el tiempo de su cultivo [7]. La propuesta de
mejora a la metodologia de reproduccion in vitro de la
especie vegetal Dahlia pinnata busca acelerar la
reproduccion del cultivo para el maximo aprovechamiento
de sus propiedades medicinales y usos comunes antes
mencionados. A su vez se propone una optimizacion de
metodologia y de costos ya que es un procedimiento
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considerado costoso y que puede tener tiempos muertos o
improductivos.

A diferencia de Bosky, que es un laboratorio mexicano
dedicado a la micropropagacion de plantas con el fin de
impulsar al sector agricola ofreciendo material vegetativo de
alta calidad para contribuir a la seguridad alimentaria y al
cuidado del medio ambiente, la solucion que este proyecto
busca es proponer una optimizacion y reduccion de costos de
la metodologia existente para que sea mas eficiente y
accesible para los estudiantes y colaboradores de la
Universidad Iberoamericana Puebla dentro de las
instalaciones del IDIT.

La importancia de este proyecto radica en que, al ser una flor
endémica, se busca contribuir a la preservacion de la
biodiversidad en el pais, ya que en los ultimos afios se ha
perdido gran parte de las plantas medicinales debido al
cambio climatico y a la destruccion de ecosistemas [19].

El objetivo general de este proyecto es optimizar la
metodologia in vitro de la especie Dahlia pinnata dentro de
las instalaciones del IDIT de la Ibero Puebla. Mientras que
los objetivos especificos son: examinar mediante la
descomposicion de la metodologia aspectos a mejorar del
proceso inicial de reproduccion in vitro de Dahlia pinnata
como planta medicinal, presentar los cambios sugeridos a la
metodologia aplicada en las instalaciones del IDIT a partir
de los diagramas propuestos, analizar los parametros
necesarios para que la metodologia propuesta sea exitosa
desarrollando el cultivo in vitro a partir de las mejoras
identificadas mediante pruebas realizadas en el laboratorio y
comparar ambas metodologias mediante el analisis de
resultados.

Los alcances de este proyecto son la investigacion de la
metodologia existente del cultivo in vitro para Dahlia
pinnata, el desarrollo de esta, la presentacion y el estudio de
los cursogramas analiticos de proceso, el estudio y las
sugerencias de mejora a la metodologia existente y el
desarrollo de esta aplicando sugerencias propuestas y la
comparacion de metodologias a partir de resultados. La
limitacion de este proyecto radica en la manipulacion de los
explantes de la especie Dahlia pinnata hasta la fase de
establecimiento in vitro debido a las propiedades
mencionadas como su contenido de inulina, asi como su
aporte ornamental.

Metodologia

Material biologico

Los explantes fueron tomados de la planta donante (Fig. 1),
la cual se obtuvo en el vivero llamado Vivero Cabrera La
Unioén en Atlixco, Puebla. Los explantes empleados para la
siembra fueron segmentos nodales.
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Fig. 1. Plantas donantes de Dahlia pinnata.

Elaboracion del medio de cultivo

Se utilizo el Medio MS (Murashige y Skoog, 1962)
enriquecido con AIA 0,5 mg/L, sacarosa y agar
bacteriologico como agente gelificante. Se pesaron 3.1 g del
polvo del medio MS, 1.7 g de sacarosa y 0.7 g de agar
bacteriologico, se vertié en un matraz con 85 mL de agua
destilada, agitdo y calentd en una parrilla eléctrica hasta
homogeneizar. Se coloco un tapén apto para esterilizacion.
Junto con el medio, se esterilizaron frascos de vidrio, dos
pinzas de diseccidn, cuatro vasos de precipitado de 100 mL
y 1.5 L de agua destilada a 120 °C durante 15 minutos en la
autoclave eléctrica, una vez finalizado se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y el medio de cultivo se refriger6 a 5
°C.

Preparacion de la campana de flujo laminar

Con la solucion de etanol al 70%, se rocio la campana y se
limpid con papel el exceso. Posteriormente se prendio la luz
UV de 250 nm de longitud, durante 15 minutos, se apagd y
cuando se comenzo a usar, se prendio el aire por unos
segundos para después poder alzar la tapa y comenzar.

Preparacion del material biologico

De la planta donante se obtuvieron once segmentos
nodales, los cuales se cortaron con ayuda de un bisturi.
Posteriormente, se lavaron con una solucién de jabdén
comercial al 2% y se enjuagaron con agua. Los segmentos se
dejaron en agua destilada para que no se deshidrataran.

Trabajo dentro de la campana de flujo laminar

Se prendio el flujo de aire de la campana, posteriormente
se rociaron los materiales que se ocuparian con una solucioén
de alcohol al 70% y se introdujeron. Los segmentos se
sumergieron en un vaso de precipitado que contenia
concentracion de hipoclorito de sodio al 0,5 % en intervalos
de 5 min y se enjuagd en agua destilada estéril entre cada
intervalo hasta completar 20 min de tiempo de exposicion.
Mientras se desinfectaron los segmentos, se vertieron 20 mL
del medio estéril en los cuatro frascos donde dos de ellos son
de control y dos se enriquecieron con fitohormona, antes de
que el medio se gelificara, se afiadi6 la fitohormona AIA con
ayuda de una pipeta y una perilla, mezclando con
movimientos suaves.
Con cuidado de no lastimar al explante, se sembraron de dos
a tres segmentos en cada frasco con las pinzas estériles y, sin
enterrarlos demasiado. Para finalizar, se cerraron los frascos
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con la tapa, Kleenpack para evitar contaminaciones, un
pedazo de aluminio y por ultimo una liga. Los frascos se
marcaron con la fecha y fitohormona.

Los cultivos se incubaron en luz natural a temperatura
ambiente con fotoperiodos de 16/8 horas y se evaluaron al
inicio y dos semanas después para realizar las pruebas
necesarias.

Elaboracion de diagramas para la optimizacion de la
metodologia y plano del laboratorio

Tabla 1: Simbologia de cursograma analitico.

Simbolo Accion Objeto
Operacion | Para cambiar
Inspeccion | Para verificar
Demora Para esperar
Transporte Para mover
Almacenaje | Para proteger

Se utilizo el cursograma analitico de procesos. Donde se
indican movimientos de materiales, inspecciones,
operaciones, almacenamientos y retrasos (Tabla 1) para

contribuir con la productividad en los procesos de una
organizacion [20].

Se observo la metodologia ejecutada dentro del laboratorio y
se lleno el formato del cursograma analitico (Fig. 2). Se
coloco el nombre de la tarea, nimero del diagrama, nimero
de hojas y numero de hoja en la que se trabajo.
Posteriormente, se indico el punto de partida y de término
del proceso. A su vez, se especifico el lugar en el que se llevo
a cabo la metodologia, indicando el nombre tanto del
operario como del observador. Se incluy6o la fecha del
estudio junto con una descripcion de la simbologia utilizada.
Por otro lado, se desarrolld el resumen de los puntos
realizados tales como las cantidades, distancias, tiempo, asi
como consideraciones como el costo de mano de obra y de
materiales.

El desarrollo de la metodologia se dividid en dos dias
considerando los puntos correspondientes. En el primer dia
(Fig. 3) se analizaron las actividades respectivas a la
preparacion del medio de cultivo y la esterilizacion del
material.

En cuanto al segundo dia (Fig. 4), se indicaron las
actividades realizadas para la preparacion del medio y el
sembrado de explantes, en los cuales se identifico los puntos
a mejorar.

CURSOGRAMA ANALITICO DE PROCESO

ASE |1- Desarrollo de Proyectos

Diagrama no. 1 1 de Resumen
Tarea: Actividad Actual | Propuesto | Economia
Metodologia in vitro Operacidn [ 0 0 0
Inspeccion H 0 0 0
Actividad: Espera D 0 0 0
. - . Transporte » 0 0 0
Cultivo in vitro de Dahlia Pinnata dia 1 Almacenamiento v 0 0 0
Distancia (mts) 0 0 0
Método: Actual Tiempo (minutos) 0 0 0
Lugar: IDIT Costo
D. Georgette Borja G.  Ficha no. 1 Mano de obra
Operario(9: A. Victoria Herrera M. .
Arely D. Ortiz S. Material
Gabriela Morales C. Fecha: 23/03/22
: TOTAL ACTIVIDADES
Compuesto por: Emilia M. Escalera A. 0 0 0
. . . i Actividad
DESCRIPCION Cantidad Dlstanual Tiempo OBSERVACIONES
e m[® [» [V
TOTAL: 0]0]0|0]0

Fig. 2. Formato cursograma analitico por G. Morales.
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CURSOGRAMA ANALITICO DE PROCESO ASE II- Desarrollo de Proyectos
Diagrama no. 1 Hoja: 1 de: 2 Resumen
Tarea: Actividad Actual Propuesto Economia
Metodologia in vitro Operacion [J 17 16 1
Inspeccion n 4 4 0
Actividad: Espera D 1 1 0
ltivo in vitro de Dahlia Pi dia ] Transporte » 2 2 0
Cultivo in vitro de Dahlia Pinnata dia Almacenamicnto ¥ 3 0 3
Distancia (mts) 44 25 19
Método: Actual Tiempo (minutos) 81 111 -30
Lugar: IDIT Costo
D. Georgette Borja G. Ficha no. 1 Mano de obra
Operario(s): A. Victoria Herrera M. )
Arely D. Ortiz S. Material
Gabriela Morales C. Fecha:  23/03/2022
C t H TOTAL ACTIVIDADE 27 23 4
OmIprEsto por Emilia M. Escalera A.
z Actividad
DESCRIPCION Cantidad |Distancia| Tiempo OBSERVACIONES
Pe/mB[n]v
Requisicion al almacén indef » Se solicitan los materiales y quimicos necesarios
Organizar materiales 5 |
Realizar calculos de las cantidades a utilizar 10 [ ] Para este paso se realizan tablas de 3
Pesar el medio de cultivo MS 31g 1 [ ]
Pesar el agar bacterioldgico 0.7¢ 1 [ ]
Pesar la sacarosa 1.7¢g 1 [
Guardar la bascula en su lugar 3 1 V |Para despejar el 4rea de trabajo
Almacenar los quimicos utilizados 3 1 V (Para despejar el area de trabajo
Recolectar agua destilada (85ml) en una probeta 85ml 5 2 [ Se usa la probeta para mayor exactitud
Pasar el agua a un matraz 05 | @
Precalentar parrilla de calentamiento a 500°C 0.5 |@
Poner a calentar el matraz con agua destilada 1 [ )
Verter quimicos en el matraz con agua destilada 3 o El orden es irrelevante
Precalentar autoclave 10 3 [ ) Se requieren 2 personas si son de baja estatura
Se despeja drea de trabajo 3 2 @
Calentar el matraz hasta que quede un liquido homogeneo,
. . 20 [
0 bien, hasta que hierva
*Mientras se esperaba a que calentara el matraz:
Fabricar un tapon para el matraz con gasa y algodon 1 2 [ ]
Seleccionar los frascos a utilizar 4 3 |
Limpiar y marcar los frascos 4 5 [ )
Envolver frascos en papel aluminio 4 5 [ ] Para su posterior esterilizacion
Retirar del fuego el matraz 1 »
Cerrar con el tapon el matraz 1 [ ]
Verificar que esté bien cerrado (con vacio) 1 [ | Se corrobora que haga un sonido al quitarse
Colocar el matraz en el autoclave 10 3 ()
Cerrar el autoclave 3 [ ] Se requien 2 personas si son de baja estatura
Corroborar que esté bien cerrado 1 |
Almacenar el medio de cultivo para su uso en el dia 2 10 4 v
TOTAL: 17/4(1|2]|3

Fig. 3. Cursograma analitico de la metodologia in vitro de Dahlia pinnata dia 1 por G. Morales y E. M. Escalera.
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CURSOGRAMA ANALITICO DE PROCESO ASE II- Desarrollo de Proyectos
Diagrama no. 1 Hoja: 2 de: 2 Resumen
Tarea: Actividad Actual Propuest: E i
Metodologia in vitro Operacién o 30 25 5
Inspeccion u 2 0 2
Actividad: Espera » 5 4 1
. ) . . 3 , Transporte » 4 2 2
Cultivo in vitro de Dahlia Pinnata dia 2 Almacenamiento ¥ 1 0 1
Distancia (mts) 61 10 51
Método: Actual Tiempo (minutos) 179.7 71 109
Lugar: IDIT Costo
D. Georgette Borja G. Ficha no. 2 Mano de obra
Operario(s): A. Victoria Herrera M. .
Arely D. Ortiz S. Material
Gabriela Morales C. Fecha: 23/03/2022
C 1( 3 TOTAL ACTIVIDADESY 42 31 11
ompuesto por Emilia M. Escalera A.
- Actividad
DESCRIPCION Cantidad |Distancia| Tiempo OBSERVACIONES
P e mD[>[V
Requisicion de material indef » Se solicitan los materiales y quimicos necesarios
Organizacion de material 5 |
Precalentar autoclave 10 15 o Al menos 15 min antes
Rociar con alcohol la campana de flujo laminar 10 1 ®
Encender la campana de flujo laminar para su estrilizacion 0.5 ® Al menos 15 min antes de utilizarse
Calcular cantidad de solucién de hipoclorito 5 [ J Se utiliza una regla de 3 para los calculos
Llenar probeta con agua destilada 3 1 [ ]
Vaciar contenido de probeta en vaso precipitado 0.5 o
Verter el alcohol en vaso precipitado con agua destilada 1 ®
Mezclar con agitador 0.5 (]
Enjuagar probeta y ponerla a secar 2 o
Esperar 15 minutos para. .. » Se esper@ los 5 minutos que faltan _para que den
5 los 15 minutos desde que se encendio
...Apagar campana de flujo laminar 10 [ J
Cortar explantes a utilizar de la Dahlia pinnata con bisturi 5 15 ® Al menos 8 explantes
Enjuagar los explantes en solucion de agua con jabon
: 1 @
comercial al 2%
Enjuagar los explantes con agua corriente 1 [ J
Repetir al menos 3 veces los dos pasos anteriores 5 [ )
Llevar los materiales al salon de la campana de flujo 10 2 »
Rociar con alcohol todo lo que se va a introducir en la
lampara de flujos, incluyendo las manos de la persona que 3 ®
manipulara las cosas dentro de la lampara
Verter agua destilada en vaso precipitado 1 [ )
Introducir explantes en el vaso con agua destilada 3 o
Agitar con mezclador para un mejor enjuague 1 [ )
Dejar reposar 30 »
Introducir materiales a esterilizar en autoclave 10 2 [ J
Asegurarse que este bien sellado el autoclave 4 | ]
Dejar hervir despues de alcanzar los 120°C 20 D
Llevar los materiales al salon de la campana de flujo 3 »
laminar
Introducir a la campana materiales a utilizar 3 L Una pers9na destapa las cosas y se las pasas a quien
esta manipulando los explantes
Verter medio en frascos gerber con explantes 8 ® Imponat_lte _qua el medio no este caliente pero si en
estado liquido
Verter en frascos de gerber con micropipetas fitohormonas 8 [ ]
Se agitan delicadamente para mezclar 2 [ J
Tapar frascos de gerber 1 o
Pasar los explantes que estaban en agua destilada al 3 3 »
hipoclorito al 0.05%
Dejar reposar 5 »
Enjuagar en agua esteril 1 @
Repetir los 3 pasos anteriores cuatro veces 15 o cumplir con 20 min en hipoclorito
Se plantan de dos a tres explantes en un frasco de gerber 4 ® Cuidar que las pinzas no toquen el medio
Tapar frascos de gerber 1 ®
Sellar los frascos con kleenpack 0.6 [ J 3 vueltas en horizontal y 3 en vertical
Poner aluminio sobre la tapa y asegurar con una liga 0.4 { J
Se dejan reposar por dos semanas para la fase de 02 D v
multiplicacion )
TOTAL: 3012541

Fig. 4. Cursograma analitico de la metodologia in vitro de Dahlia pinnata dia 2 por G. Morales y E. M. Escalera.
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Por otra parte, el plano consisti6 en el ordenamiento fisico
de los elementos necesarios dentro del laboratorio. Se realizd
un bosquejo de dicho ordenamiento con ayuda del software
PowerPoint.

Ejecucion de metodologia a partir de los cambios
propuestos

La metodologia se desarrolld siguiendo el protocolo [21]
considerando las propuestas de los cursogramas analiticos
realizados. El medio de cultivo fue enriquecido con la
fitohormona BAP, esto con el objetivo de observar que
fitohormona favorece el crecimiento de los explantes.
Se realizaron cuatro frascos de los cuales dos se dejaron
como control y los otros dos se les afiadio 100 pL de BAP.
Se sembraron de dos a tres segmentos nodales por frasco
siendo en total once explantes con un fotoperiodo de luz de
16/8 por dos semanas.

Andalisis de parametros necesarios

Se realizaron una serie de pruebas: esterilidad,
supervivencia y longitud de crecimiento para analizar el
correcto procedimiento de la metodologia empleada.

Pruebas de esterilidad

Se prepar6 un caldo nutritivo adicionado con agar
bacteriologico como agente gelificante para identificar el
crecimiento de microorganismos. Este se vertio en cajas Petri
las cuales se colocaron en las areas: campana de flujo
laminar, incubadora y Laboratorio de Biorreactores (Salon
JOO8) durante 15 minutos. Pasando el tiempo se metieron a
la incubadora a 35 °C dejando crecer los microorganismos
durante 24 horas.

Prueba de supervivencia

Se hizo uso de la férmula de supervivencia ec. (1) en la
cual se consideran el nimero de explantes vivos y el numero
total de explantes.

Numero de explantes vivos

)

s=(
Numero total de explantes sembrados

Prueba de longitud

Se colocd una regla transparente de pléstico a un lado del
frasco de vidrio (Fig. 5) debido a que no se puede abrir ya
que se contaminaria y su ambiente estéril se veria afectado
para medir la elongacion de los explantes.
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Fig. 5. Ejemplo de medicion de longitud de explantes.
Resultados y Discusion

Fase de establecimiento in vitro

A partir de los frascos realizados, se pudo observar una
tonalidad diferente (Fig. 6) en los medios de cultivo que
tenian fitohormona a los de control. Para los frascos con
fitohormona, el medio se torné de color amarillento,
mientras que, los de control conservaron la apariencia
reportada en la literatura.

Fig. 6. Observacion de distintas tonalidades en el medio de
cultivo.

Se determind que la procedencia de la planta donante pudo
influir en el resultado ocasionando que la concentracion de
fitohormona quemara los segmentos nodales, es decir, se
tornaran de color amarillo o negro (Fig. 7).

Fig. 7. Explantes quemados a causa de la concentracién de
AlA.

En cuanto a los medios de control, se observo crecimiento de
los segmentos nodales. Esto se debe a que la base del medio
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MS contiene ciertos macro y micronutrientes que favorecen
el crecimiento de los explantes (Fig. 8), se observa una
elongacion en la parte superior del segmento nodal. Esto
permite determinar que el explante estd creciendo
correctamente.

Fig. 8. Elongacion y formacion de los nodos.

La planta obtenida del vivero después de un mes presentd
plaga, ocasionando que la planta se enfermara y las hojas se
tornaran amarillas, por lo tanto, esta planta ya no era viable
como planta donante (Fig. 9). Esto confirma que la especie

puede atribuir que la planta muriera a causa del estrés que se
genero en ella.

Fig. 9. Planta donante enferma.

Diagramas de optimizacion y plano del laboratorio

Con el analisis y la realizacion de los diagramas (Fig. 10 y
11) se pudo observar que existen tiempos muertos, sobre
todo por la falta de organizacion y/o claridad de lo que se

Dahlia pinnata tiende a contraer enfermedades y plagas, se  debe hacer.
CURSOGRAMA ANALITICO DE PROCESO ASE II- Desarrollo de Proyectos
Diagrama no. 1 Hoja: 1 de: 2 Resumen
Tarea: Actividad Actual Propuesto E
Metodologia in vitro Operacion ® 16
Inspeccion u 4
Actividad: Espera » 1
Cultivo in vitro de Dahlia Pinnata Transporte . 2 2
Almacenamiento v 0
Distancia (mts) 28
Método: Propuesto Tiempo (minutos) 111
Lugar: IDIT Costo
Operario(s): D. Georgette Borja G. Ficha no. 1 Mano de obra
A. Victoria Herrera M. Material
Gabriela Morales C. Fecha: 24/03/2022
Compuesto por: Emilia M. Escalera A. TOTAL ACTIVIDADES 23
4 q q q q Actividad
DESCRIPCION Cantidad | Distancia| Tiempo °® u D |» 2 OBSERVACIONES
Realizar calculos de las cantidades a utilizar 10 [ )
Requisicion al almacén 5 » Si se solicita con tiempo requiere menos
Precalentar autoclave 10 9 [ ] Llevé mas tiempo porque estaba sucia la
Organizar materiales 3 [ |
Pesar el medio de cultivo MS 31g 0.62 o
Pesar el agar bacteriolégico 07¢g 0.62 [ )
Pesar la sacarosa 1.7¢g 0.62 [ ]
Despejar area de trabajo 3 0.93 [ )
Recolectar agua destilada en una probeta 85ml 2 0.52 [ )
Pasar el agua a un matraz 0.19333 | @
Poner a calentar el matraz con agua destilada 215 | ® Se mantiene en la parrilla hasta que sea un
Verter reactivos en el matraz con agua destilada ) [ ] liquido homogeneo o que hierva
Despejar area de trabajo 3 0.167 [ ]
*Mientras se espera a que caliente el matraz:
Fabricar un tapdén para el matraz con gasa y algodén 2.42 [ )
Seleccionar los frascos a utilizar 1.25 [ | *Se trasladaron al 2do laboratorio por los
Limpiar y marcar los frascos 6.07 [
Envolver frascos en papel aluminio 2.4 [ ]
Retirar del fuego el matraz 20 =»
Cerrar con el tap6n el matraz 0.167 [ )
Verificar que esté bien cerrado (con vacio) 0.0667 ||
Introducir materiales a esterilizar en autoclave 10 2.5 [ )
Asegurarse que este bien sellado el autoclave 4.2 | ]
Alcanzar los 120°C 24.21 | )
Esperar 15 minutos cuando esté a 120°C 15 | )
TOTAL: 6|4 [1]2]o0

Fig. 10. Cursograma analitico de la propuesta de optimizacion de la metodologia in vitro de Dahlia pinnata dia 1 con tiempos

por G. Morales y E. M. Escalera.
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CURSOGRAMA ANALITICO DE PROCESO

ASE II- Desarrollo de Proyectos

Diagrama no. 1 Hoja: 2 de: 2 Resumen
Tarea: Actividad Actual Propuesto Economia
Metodologia in vitro Operacion 25
Inspeccion 0
Actividad: Espera 4
Cultivo in vitro de Dahlia Pinnata Transporte . 2
Almacenamiento 0
Distancia (mts) 33
Método: Propuesto Tiempo (minutos) 71.03
Lugar: IDIT Costo
Operario(s): D. Georgette Borja G. Ficha no. 2 Mano de obra
A. Victoria Herrera M. Material
Gabriela Morales C. Fecha:  24/03/2022
Compuesto por: Emilia M. Escalera A. TOTAL ACTIVIDADES 31
DESCRIPCION Cantidad| Distancia| Tiempo DA“E“dag\ — OBSERVACIONES
Rociar con alcohol la campana de flujo laminar 10
Encender la campana de flujo laminar para su 0.8833
esterilizacion
Llenar probeta con agua destilada 200 ml 0.45
Vaciar contenido de probeta en vaso precipitado 0.22
Llenar probeta con hipoclorito de sodio 12 ml 0.867
Verter el hipoclorito de sodio en vaso precipitado con 0.0167
agua destilada )
Mezclar con agitador 0.216
Esperar 15 minutos para... 5 Se esperan los 5 minutos que faltan para que
Apagar campana de flujo laminar 10 den los 15 minutos desde que se encendio
Despejar area de trabajo 3 0.3
Cortar explantes a utilizar de la Dahlia pinnata con 9 Como ya se conoce donde cortar, es mas
bisturi rapido
Apagar campana de flujo laminar 0.033
Enjuagar los explantes en solucion de jabon comercial al 5
2%
Enjuagar los explantes con agua corriente 6
Repetir al menos 3 veces los dos pasos anteriores
Llevar los materiales al salén de la campana de flujo 10 0.5833 Se reducirian tiempos con el nuevo layout
Rociar con alcohol todo lo que se va a introducir en la
campana de flujo laminar, incluyendo las manos de la 3
persona que manipulara el material dentro de la lampara
Verter agua destilada en vaso precipitado 0.183
Agitar con mezclador para un mejor enjuague 0.033
Dejar reposar 5
Verter medio en frascos de vidrio 20 mL 0.33
Verter en frascos de vidrio con micropipetas 100uL 0.167
fitohormona
Se agitan delicadamente para mezclar 0.05
Pasar los explantes que estaban en agua destilada al
. . 0.41667
hipoclorito al 0.5%
Dejar reposar 5
Enjuagar en agua esteril 0.1166
Repetir los 3 pasos anteriores cuatro veces 25
Se siembran de dos a tres explantes en un frasco 3
Tapar frascos de vidrio 0.033
Sellar los frascos con kleenpack 0.05
Poner aluminio sobre la tapa y asegurar con una liga 0.0833
Se dejan reposar por dos semanas para la fase de
multiplicacion
TOTAL: 2510]4]2]0

Fig. 11. Cursograma analitico de la propuesta de optimizacion de la metodologia in vitro de Dahlia pinnata dia 2 con tiempos

por G. Morales y E. M. Escalera.

Debido a la organizacion de las instalaciones del IDIT se
pierde tiempo al realizar traslados de un salon a otro, ya que
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elaborado con el software Power Point (Fig. 12) se disefid
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con ayuda del programa AutoCAD el laboratorio ideal para
realizar cultivos in vitro. En la Fig. 13 se muestra el disefio
final.

Incubadora
células animales

o g

5
2

&

&
3
&

Campana de flujo laminar

Fig. 12. Propuesta de un laboratorio "ideal" para la
metodologia de cultivo in vitro.

Primero se encuentra el area de preparacion, lavado y
esterilizacion que contiene la autoclave, mesa de trabajo,
congelador, incubadora, espacio de lavado de material,
congelador y microscopio de diseccion. Posteriormente la
persona se traslada a la segunda habitacion la cual se
encuentra dividida por una puerta corrediza, en esta area es
vital que se consideren condiciones de asepsia debido a que
se encuentra la campana de flujo laminar y una mesa de
trabajo para colocar el material previamente esterilizado.
Continua a ésta a través de una puerta corrediza se encuentra
la tercera habitacion, la cual cuenta con la incubadora de
célula animal y un microscopio de inmersion. Finalmente, la
cuarta habitacion se conoce como invernadero, donde se
almacenaran los cultivos in vitro, permitiendo una reserva de
cultivos que podran ser utilizados para continuar con su
propagacion.

8.1700 f
2.8400 48800 -‘ "
-’ =
g X lex I EIIII VY ETH
Habitacion 3: Habitacion 4:
Area de incubacion [ Area de aclimatacion (Invernadero)
= (R 2 = &
g ] —
] —
? A Habitacién 1: Areade
g SO preparacion, lavadoy | ; o
DA 2 | g
2 B g b %_J ‘ csterilizacin ¥
4 \.‘ Habitacion 2:
\_/ Area de ““:JO?
transferencia My
9,
it

Fig. 13. Disefio de laboratorio de cultivo de células y
tejidos realizado en AutoCAD.
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Ejecucion de metodologia a partir de los cambios
propuestos

A partir del tratamiento 2 se puede observar que la adicion
de la fitohormona BAP no modifico la apariencia del medio
(Fig. 14) por lo que se puede determinar que la concentracion
no influye en el ambiente artificial.
Se observé que los explantes que se encontraron sembrados
con la fitohormona se tornaron de color negro y uno de ellos
presentd contaminacion, esto se puede deber a un mal
manejo del material biologico (Fig. 15).
A pesar de la contaminacion, uno de los frascos mostré un
ligero crecimiento de los explantes como se expuso en la
prueba de longitud. Se puede determinar que los nutrientes
del medio ayudaron en el crecimiento de los segmentos, caso
contrario al frasco que presentd contaminacion en el que no
se presentd ningun crecimiento.

Fig. 14. Observacion de medio de cultivo para frascos de
control y frascos enriquecidos con fitohormona.

Fig. 15. Explantes sembrados en medio de cultivo
enriquecido con fitohormona BAP.

En cuanto a los medios de control, se observo un crecimiento
mucho mayor de los segmentos nodales debido a que la base
del medio MS contiene nutrientes que favorecen el
crecimiento de los explantes, como se muestra en la figura
(Fig. 16) se observa una elongacion en la parte superior del
segmento nodal, lo que da paso a la formacioén de un nuevo
nodo, en algunos segmentos se presentd la formacion de dos
nuevos segmentos nodales. A su vez, en uno de los frascos
se observo la formacion de raiz lo cual indica que las
condiciones del medio son adecuadas para este tipo de
explante.

Universidad Iberoamericana Puebla



Departamento de Ciencias e Ingenierias

Pégina 10

Fig. 16. Elongacion y formacion de raiz de los segmentos
nodales en los medios de control del tratamiento 2.

Prueba de esterilidad

Los resultados obtenidos se describen a continuacion:
Campana de flujo laminar: No se presenté ningun tipo de
crecimiento (Fig. 17), indicando que cumple con
caracteristicas de esterilidad.

Fig. 17. Placa Petri sin crecimiento de microorganismos.

Incubadora: Se observo la presencia de microorganismos
(Fig. 18), indicando que no presenta condiciones asépticas.
Esto no influye como factor ya que los cultivos se cierran
herméticamente, sin embargo, se puede correr un riesgo de
contaminacion.

Fig. 18. Placas Petri con crecimiento de microorganismos de
la incubadora.

Laboratorio de Biorreactores (Salon J00S): Se observo el

crecimiento de microorganismos (Fig. 19), demostrando que
el laboratorio no cuenta con condiciones asépticas.

Expo Ibero Primavera 2022

12183-B

Se demostro que el area de manipulacion de los explantes en
donde se requiere de la esterilidad, siendo este la campana
de flujo laminar cuenta con las condiciones de asepsia
adecuadas para el desarrollo del cultivo in vitro.

2. : ;
Fig. 19. Placas Petri con crecimiento de microorganismos del
laboratorio de biorreactores.

Prueba de supervivencia
Con ayuda de la ec. (1) se analizaron los porcentajes de
supervivencia en los cuatro frascos para el tratamiento 1.

Sarar = 2(100) = 0%
Saraz = 2(100) =0%
Scontrot1 = 2 (100) = 100%
Scontrot2 = % (100) = 66.66%

El tratamiento 1 no favoreci6 el crecimiento de los explantes.
El porcentaje promedio de supervivencia fue de 41.67%
debido a los nutrientes del medio MS.

A partir de la metodologia propuesta se analizaron los
porcentajes de supervivencia en los frascos para el
tratamiento 2.

Spap1 = 2(100) = 0%
Spap2 = 3(100) =100%
Scontrot1 = 2 (100) = 100%
Scontrotz = = (100) = 100%

Se puede observar que el tratamiento 2 obtuvo un mejor
crecimiento de los explantes, ya que tinicamente uno de los
frascos presentdé un porcentaje nulo de supervivencia,
mientras que los otros tres frascos mostraron un porcentaje
de 100%. Esto permitio determinar que la fitohormona BAP
favorecié de mejor manera la elongacion de los explantes y
se confirmé que los nutrientes ya contenidos en la base del
medio MS permiten el crecimiento de los segmentos nodales
teniendo un promedio de supervivencia de 75%.

Prueba de crecimiento

A partir de las medidas realizadas de los frascos que
contenian los explantes siendo once explantes analizados, se
lleno la tabla 3 para el tratamiento 1.
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Tabla 3: Tratamiento 1.
Control 1 Control 2 Fitohormona 1 Fitohormona 2
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Fig. 20. Crecimiento longitudinal de los explantes con tratamiento 1.

Se realiz6 un grafico (Fig. 20) para demostrar el
crecimiento de los explantes en el cual se observa un
comportamiento similar demostrando que efectivamente
existié un crecimiento en la mayoria de los segmentos
nodales.

Posteriormente se llend la tabla 4 correspondiente al
tratamiento 2 a partir de las mediciones realizadas de los

Expo Ibero Primavera 2022
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frascos que contenian los explantes siendo once
segmentos analizados.

Se realizd6 un grafico (Fig. 21) para demostrar el
crecimiento. Se observa un comportamiento similar
demostrando que efectivamente existié un crecimiento en
la mayoria de los segmentos nodales. Cabe mencionar la
diferencia notoria entre las mediciones.
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Tabla 4: Tratamiento 2.

Control 1 Control 2 Fitohormona 1 Fitohormona 2
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Fig. 21. Crecimiento longitudinal de los explantes con tratamiento 2.
Tabla 5: Resumen de cursograma analitico con
Comparacion de ambas metodologias comparacion de metodologias.
Se puede apreciar como se optimizan tiempos y Resumen
movimientos en la columna de “economia” (Tabla 5). De Actividad Actual | Propuesto | Economia
acuerdo con el analisis realizado se puede observar que se Operacion ® 47 41 6
ahorraron 79 minuto§ con la metodologia propues.ta.. Inspeccion ] 6 4 5
La metodologia original requeria de 79 actividades
desglosadas ahora la metodologia propuesta se disminuy6 Espera » 6 5 1
a cincuenta y cuatro actividades. Transporte » p 4 5
Almacenamiento 4 0 4
Distancia (m) 105 61 44
Tlempo (minutos) 261 182 79
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Conclusiones, perspectivas y recomendaciones

Los cultivos in vitro se usan para generar plantas a través
de un segmento logrando asi multiplicar de manera eficaz
nuevas plantas. Se necesita que el medio de cultivo tenga
las condiciones adecuadas, de acuerdo con el objetivo
especifico la propuesta del laboratorio ideal podria
mejorar tanto en tiempos como en condiciones de asepsia.
Este trabajo presentd la forma en que se optimiza
exitosamente un cultivo in vitro, reduciendo tiempos
mediante el uso de cursogramas analiticos permitiendo
una mejor logistica y claridad en la ejecucion de la
metodologia.
En cuanto a los objetivos especificos con ayuda del
diagrama realizado en AutoCAD se presentd una
propuesta del acomodo ideal para un laboratorio dedicado
al cultivo in vitro dentro de las instalaciones del IDIT de
la Ibero Puebla y se determina que los cultivos in vitro
abren una puerta grande para ayudar a la reforestacion y
preservacion de especies vegetales.
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