BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DISENO Y EVALUACION DE MEDIOS DE CULTIVO
PARA GENERACION Y PROPAGACION DE CALLO DE
LOS ENCINOS QUERCUS CALOPHYLLAY QUERCUS

LAURINA, CON POTENCIAL SILVICOLA.

Tesis que para obtener el titulo de

LICENCIADO (A) EN BIOTECNOLOGIA

PRESENTA:
SALAZAR PALACIOS ROGELIO IVAN

DIRECTOR: DR. CONTRERAS PAREDES CARLOS
ALBERTO

MARZO, 2024

TECNOLOGIA



Agradecimientos.

Por la presente se agradece al Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales por
tratarse de la instalacion donde se realiz6 el cien por ciento del trabajo experimental
contenido en esta tesis, y al titular del laboratorio, el Dr. Carlos Alberto Contreras

Paredes por su apoyo para dirigir esta investigacion.

Ademas, se hace agradecimiento al Mtro. Allen James Coombes, curador de la
coleccion del Herbario del Jardin Botanico Universitario VIEP-BUAP por su
participacion en la identificacion de las especies de encino muestreadas en los
bosques del espacio que comprende el municipio de Zacapoaxtla en el norte del

Estado de Puebla, México.



Dedicatoria.

Amigos, familia, si encuentran esta tesis no la suban a internet, le dedique todo lo
que soy y tengo, solo espero la vean y no la juzguen con dureza, hoy es el dia en
que todo lo que he vivido culmina creo, y si no fuera por el gran terror existencial de
apagar la luz a la vida universitaria literalmente y abrir la puerta de la terrorifica y
caodtica vida adulta diria que me siento bien de que todo acabe, ya lo que paso, paso
é,no?

Quiero expresar mi agradecimiento especial a todos los doctores y profesores que
me acompafiaron a lo largo de toda mi vida estudiantil y que han hecho todo lo
posible para que este dia llegara, podria hablar de la Mtra. Luz, la Dra. Abigalil, el
Dr. Carlos y demas profesionales de la ensefianza...fueron practicos, dedicados y
solo un “poquito” sadicos, me han dedicado mas tiempo del que habria merecido y
me ensefiaron mas que lo que podria haber imaginado, pero ahora es todo, la
burocracia acabara en poco tiempo y tan tan, si quieren llorar lloren un par de
semanas Yy luego sigamos con nuestras vidas como si nada.

Mis padres me dieron todo lo que pudieron y no puedo ser capaz de reprocharles
nada, solo puedo hacerles la promesa de aprovechar las ensefianzas y ser mejor
padre de lo que fueron conmigo, a mis hermanos sé que siempre les dije que no
pero solo por esta vez les permito que me tomen como ejemplo, pero no me
vanaglorio, me refiero a que si yo logre esto estoy seguro de que ustedes pueden
lograr mas, solo espero estar ahi para poder verlos y apoyarlos; mis abuelos Rogelio
y José Isabel que tal vez nunca entendieron mis proyectos, suefios y razones pero
que sin importar nada de eso, siempre creyeron en mi, me apoyaron y nunca
cuestionaron mis decisiones o pusieron en duda mi potencial, como me gustaria
gue estuvieran aqui para verme, los extrafio demasiado y siempre los llevo en el
corazon...

Mis abuelas Julia y Andrea, han sido pilares fundamentales de las familias y un
ejemplo de trabajo, perseverancia, dedicacién y fuerza, a mi abuela Hilaria
lamentablemente no logre conocerte, pero tu hija, si bien no es perfecta siempre se
ha esforzado por mi y por ser la mejor madre posible, asi que estoy seguro de que
hiciste un trabajo excepcional, estoy seguro de que, donde quiera que estes, estaras
orgullosa de mi madre y espero que también de mi.

Tio José y Roberto, en varios momentos de mi vida los he considerado figuras
paternas y ojala no les moleste, pero es muy probable que lo siga haciendo si me lo
permiten; para mis mejores amigos Yair, Guadalupe, Augusto, Araceli y Manuel,
ustedes siempre me acompafaron y ayudaron cuando estaba en problemas,



muchos de los recuerdos mas felices de mi vida los tuve cuando ustedes estaban
presentes asi que por favor perddnenme si nunca llego a pagar cada uno de esos
favores, les prometo que en la medida de lo posible, si me necesitan estaré, si hay
algo que pueda hacer lo hare, y por supuesto jamas los olvidare.

Cielo Sharis Herrera Garcia, jaméas conoci a nadie como tu y no lo digo por la forma
(que en si misma ya califica como inusual), si no por quién eres y quien has llegado
a significar en mi vida, te encontré sin buscarte y aunque las cosas nunca han sido
faciles y en cambio han sido demasiado dificiles para mi gusto, eso no me ha
detenido ni lo hara, no quiero avergonzarte pero tu me impulsas a ser mejor cada
dia; esta tesis la escribi yo, pero ti me diste el impulso necesario para terminarla,
al final de todo, el resultado de esto, los logros, los éxitos, todo eso para mi no
significa nada si tu no estas ahi para compartirlo asi que gracias por todo, no me
importan las dificultades que se lleguen a presentar, no importa si tengo que
buscarte hasta el fin del mundo, iré por ti, porque te amo...

Para el resto de mi familia y amigos no es que no los considere importantes, a su
manera lo son, pero no me permiten hacer la dedicatoria demasiado larga y
necesitaria un manuscrito mas grande que este para agradecerles a cada uno cada
cosa que han hecho por mi y los mios, asi que lo resumiré en “-Gracias totales-*.

Todos queriamos un final feliz, a veces las cosas no salen asi, pero esta vez quiero
creer que si, espero que mas adelante podamos seguir celebrando mas logros,
espero que haya familias reunidas y que seamos felices en la normalidad (si es que
alguna vez fuimos normales), y es que, si me hubieran dicho cuando era pequefo
que los iba a conocer y a tener en mi vida, no lo hubiera creido, pero por favor
¢quién lo habria imaginado?

Todas las cosas buenas y malas que pasamos, y para bien o para mal esa es la
realidad que nos tocé vivir y en la que seguiremos aprendiendo a vivir. Asi que
decidi escribir esta dedicatoria en mi tesis, como un pequefio saludo y un recuerdo
para dejar constancia de que estuvimos juntos, en caso de que la vida nos lleve por
otros caminos porque esa siempre es una posibilidad y esa es la cosa, solo quedara
afrontarlo de frente ¢no? sabemos que parte del viaje es su final, pero no hay que
preocuparnos por eso, estoy seguro de que nos va a ir bien a todos.

Los




indice
Agradecimientos. ... 2
DediCatoria. ..........oouiiiiiiie e earae 3
110 L= TR 5
ADreviaturas ... 7
LLRESUMEN ...t e e et e e e e e e e eeennes 9
| I T 1 e T [T o o Lo o RPN 10
Hl. ANtECEAENTES ... 13
lll.I Caracteristicas generales del Estado de Puebla, México...................... 13
llL.Il. Explotacion de recursos forestales................ccooooiiiiiiiiiiiiin e 17
llLL1IIL. El sector forestal mexicano en NUMEros.............ccceeveviiviiiiinieiineninnnnns 17
lILIV. El Estado de Puebla en el sector forestal ...................cccooeviiiiiinnnnn. 24
lll.V. Caracteristicas generales del municipio de Zacapoaxtla, Puebla....... 25
llL.VI. Actividad forestal en Zacapoaxtla................ccoooeiiiiiiiiiiin e 27
HLVIL ENCINOS ...ttt e et e eeeeeeas 28
LVIIl. Q. laurina y Q. calophylla y su estado de conservacién .................. 29
lILIX. Alternativas y herramientas para la explotacién sustentable de
FeCUrsOS fOrestales............ooooiiiiiiiiiiiiiiiicee e 33
lll.X. Cultivo y propagacion de especies de encinos..............cccceevevineennnnnns 34
llI.XI. Cultivo in vitro de tejidos vegetales................c.cooooiiiiiiiiiiiiiniiieeeee 35
llI.XII. Micropropagacion a partir de callo vegetal ....................ccccoeiinnn. 37
HLXIIL. Cultivo y propagacion in vitro de especies de encinos.................... 38
llI.XIV. Reguladores hormonales del desarrollo vegetal.............................. 40
IV, OBjJELIVOS ...t 42
V. Materiales y Métodos ..............ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 43
V.I. Colecta de material vegetal .................ooooiiiiiiiiiiiiiii 43
V.Il. Tratamiento para almacenamiento en laboratorio ..............c................. 44
V.III. Desinfecciéon de semillas de encinos.............c...coooiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiienes 44



V.IV. Medios de cultivo para germinacién e induccion de callo de encinos 45

V.V. Germinacién de semillas de encinos .............c....ccooeiiiiiiiiiiiiniiiiiinnne. 46
V.VI. Siembra de explante para Induccion de callogénesis......................... 46
VI ReSUItadOs...........ooooviiiiiiiiiiiiie e 48
VLI. Germinacion in vitro de semillas de Q. laurinay Q. calophylla ........... 48

VLII. Generacién de callo a partir de explantes de Q. laurinay Q. calophylla

....................................................................................................................... 52
VIL DiSCUSION ......coiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt 56
VI CONCIUSIONES ......ooooiiiiiiiiiiiiie et 60
IX. Bibliografia ... 61
XoANEXOS ...ttt 71



Abreviaturas
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INEGI: Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
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PIB: Producto Interno Bruto

PROFEPA: Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente
SEMARNAT: Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
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SNIEG: Sistema Nacional de Informacion, Estadistica y Geografia
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UMAFORES: Unidades de Manejo Forestal

UNDP: United Nations Development Programme

VIEP: Vicerrectoria de Investigacion y Estudios de Posgrado
WPM: Woody Plant Medium (medio de cultivo)

°C: Grados centigrados



l. Resumen

Desde sus inicios, la humanidad ha tomado los recursos de la naturaleza para
satisfacer sus necesidades mas basicas, estableciendo actividades como la
agricultura y la ganaderia, no obstante, esto ha tenido un impacto en la naturaleza
causando la perdida de flora y fauna; entre las alternativas generadas para mitigar
dicho impacto se encuentra el cultivo in vitro de tejidos vegetales, el cual es
considerado como la combinacion de técnicas y conocimientos cientificos para

mantener y propagar células, tejidos y plantas con distintos fines.

En este trabajo se plante6 como objetivo disefar y evaluar medios de cultivo para
el establecimiento y propagacion mediante cultivo in vitro de callo las especies
Quercus laurina y Quercus calophylla, mismas que tienen un gran potencial silvicola
por su altura, el grosor y uniformidad de su tronco, y su madera compacta. Después
de su colecta en campo, muestras de ejemplares fueron depositadas en el Herbario
del Jardin Botanico de la BUAP donde se realiz6 la identificacion taxondmica,
posterior a la seleccion de las especies se realiz6 la desinfeccion de las semillas y
se sembraron en cinco medios de cultivo (MS, MS3, MS6, MS9 y MS15), siendo el
medio MS15 el mejor para la germinacion de las bellotas de Q. laurina con una tasa
de éxito del 80% en 5 dias y 7 dias para Q. calophylla. Los mismos medios de
cultivo, fueron probados para promover la generacion de callo tomando como
explantes las plantulas obtenidas a partir de las bellotas. Los medios MS6 y MS15
indujeron la mayor produccién de callo con una tasa de éxito superior al 80 % para
ambas especies de encinos, luego el medio MS9 indujo la formacion de callo con
un porcentaje de éxito superior al 70% de éxito y finalmente el medio MS3 indujo la

formacion de callo con un porcentaje de éxito inferior al 45%.

Aunque en la literatura no se han reportado medios de cultivo especificos para el
establecimiento de callo de encinos, en este trabajo se logro el establecimiento de
callo de las especies Quercus calophylla y Quercus laurina, las cuales son

importantes por su potencial silvicola.
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Il. Introduccién

Desde el inicio de la humanidad, esta ha gozado del privilegio de tomar de la
naturaleza lo necesario para cubrir sus necesidades mas basicas como el refugio y
el alimento, sin devolverle un poco de lo recibido, lo que ha puesto al planeta en la
delicada situacion medioambiental en la que se encuentra actualmente (Cohen, M.,
2017). Lo que comenzd como caza Yy recoleccion se transformé en agricultura y
ganaderia, y para poder llevar a cabo estas actividades se desarrollaron practicas
gue permitieron el desarrollo de las civilizaciones y sus actividades, por ejemplo, la

agricultura, ganaderia, construccion, entre otras (Zimmer, C., 2016).

México, al ser un pais megadiverso cuenta con una amplia variedad de ecosistemas
(SEMARNAT, 2024), dentro de los que destacan los bosques, cuyo porcentaje de
extension cubre el 24.8% de la superficie total del territorio nacional (CONAFOR,
2020), estos bosques perciben algun nivel de aprovechamiento de sus recursos,
siendo las coniferas, latifoliadas, maderas preciosas y especies comunes tropicales
las mas aprovechadas para la obtencidn de recursos maderables (aserrio, celulosa,
chapa, triplay, postes, lefia y carbdén), y no maderables (tierra de monte, rizomas,

ceras, gomas, resinas, entre otros) (SEMARNAT, 2017).

La explotacion de los recursos forestales es una actividad que ha dado beneficios a
corto plazo para el ser humano, pero no ha sido redituable para el medio ambiente,
no fue sino hasta hace pocos afos, posterior al auge de las revoluciones industrial
y verde, que se hicieron evidentes las consecuencias de la deforestacién, como la
extincion de especies de flora y fauna, pérdida de los suelos, aumento de las
temperaturas, deshielo de los polos, entre otros (SEMARNAT, 2022; Milo, A., 2023).

La comunidad cientifica y demas individuos interesados comenzaron a investigar,
desarrollar e implementar estrategias encaminadas a mitigar y combatir las
consecuencias de las acciones antropogénicas y, de alguna manera, intercambiar
actividades desorganizadas y excesivas por otras mas amigables y sustentables

(INECC, 2024), Una alternativa poco explorada debido al alto costo de la

10
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infraestructura requerida para el establecimiento y mantenimiento de los cultivo, los
medios de nutritivos especializados acorde a la especie y tipo de cultivo, la
capacitacion y experiencia del personal (Hasnain, A. et al., 2022), es la propagacién
de plantas mediante el cultivo in vitro, que garantizara la produccién de una gran
cantidad plantas en condiciones inocuas, es decir, libres de microorganismos y

patdgenos como nematodos, hongos, bacterias y virus.

Aunque se han establecido distintos medios para el cultivo in vitro de diferentes
especies vegetales (Acosta, A., et al., 2011; da Silva, J., et al., 2015; Gerszberg, A.,
etal., 2015; Rodriguez, M., etal., 2014; Thomas, T., 2008), los medios para el cultivo
in vitro de especies como los encinos, poseen requerimientos especificos
dependiendo de la finalidad del cultivo, por ejemplo el enraizamiento de brotes, la
induccion de la embriogénesis somética o la propagacion de brotes multiples a partir
de embriones cigoticos (Vidal, N., et al., 2003; Corredoira, E., et al., 2017; Garcia,
G., et al., 2005; Testillano, P., et al., 2018; Delgadillo, J., et al., 2013).

En este proyecto de tesis se realiz6 una busqueda de especies forestales con
potencial silvicola, se consideré la altura de crecimiento de ejemplares adultos, el
ancho de su tronco, la calidad de su madera, su distribucion en México y el estado
de conservacion o posible riesgo que se ha registrado dentro de la lista roja de la
Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUNC por sus siglas en

inglés International Union for Conservation of Nature).

Después de realizar colectas de campo, se depositaron en el herbario del Jardin
Botanico Universitario de la BUAP ejemplares herborizados, mismos que fueron
identificados como Q. sartorii Liebm., Q. laurina Bonpl., Q. obtusata Bonpl. y Q.
calophylla Schitdl. y Cham. De las especies identificadas, se seleccionaron a
Quercus laurina y Quercus calophylla, las cuales se encuentran en un estado de
menor preocupacion dentro de la lista roja de la IUNC (Jerome, D. 2018; Jerome,
D., et al.,, 2018), estas especies se encuentran en un estado de preocupacion

menor, lo que indica que sus poblaciones son lo suficientemente grandes para
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considerarse fuera de peligro de extincion o que no requieren ser consideradas en

programas de conservacion.

Previo al establecimiento del cultivo in vitro, se estandarizaron las condiciones de
limpieza y desinfeccion de las semillas. Durante el procedimiento experimental, se
probaron cuatro medios nutritivos a los que se les adicionaron distintas cantidades
de fitohormonas asi como dos compuestos promotores de crecimiento vegetal que
fueron generados en el laboratorio de Sintesis y Modificacion de Productos
Naturales de la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP (Zeferino, R., et al.,
2015), de los medios de cultivo probados (denominados MS3, MS6, MS9 y MS15),
el medio MS15 permitié el mayor porcentaje de germinacion siendo de 80% para Q.
laurina en cinco dias y 80% para Q. calophylla en siete dias, seguido del medio MS6
en el que para ambas especies se obtuvo la geminacion del 80% de las semillas
en 12 dias para Q. laurina y 14 dias para Q. calophylla, mientras que los medios
MS3 y MS6 indujeron la germinacion de las semillas con un porcentaje inferior al
60% en un tiempo mayor a los 12 dias, mientras que las semillas puestas en medio
MS sin reguladores de crecimiento, no germinaron aun después de 30 dias de

incubacion en el medio.

Una vez que se obtuvieron plantulas, estas se tomaron como explantes para probar
el establecimiento del cultivo de callo, usando los mismos medios, Después de 16-
19 dias se observo que el medio MS15 indujo el establecimiento de callo con 84.8%
para Q. laurina y 82.9% para Q. calophylla, y a los 16-18 dias el medio MS6 indujo
porcentajes muy similares de callo, 85.7% para Q. laurina y 82.9% para Q.
calophylla, mientras que el medio MS9 indujo la formacion de callo en un 79.4%
para Q. laurina 'y 72.4% para Q. calophylla a 17-20 dias, finalmente el medio MS3
indujo la formacion de callo en un porcentaje inferior al 45% para ambas especies

de encinos.

Aunque se ha logrado el cultivo in vitro de algunas especies de encinos, en este

trabajo se logro generar y probar medios de cultivo en los que se ha establecido el
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cultivo in vitro de callo de las especies de encino Q. laurina y Q. calophylla, las

cuales por sus caracteristicas tienen un alto potencial de aprovechamiento silvicola.

Pero, ademas, el conocimiento logrado forma parte de un cambio, de nuevas ideas,
iniciativas y proyectos que puedan ser utilizados y extrapolados a otras especies
forestales o en la mejora de procesos, pues lo maravilloso de la ciencia y lo que
permite dia a dia su avance, es la curiosidad de los investigadores y el querer

mejorar lo preestablecido en aras del bien de la sociedad.

lll. Antecedentes
lll.I Caracteristicas generales del Estado de Puebla, México

El Estado de Puebla es la entidad federativa numero 21 de las 32 que conforman a
los Estados Unidos Mexicanos, se encuentra ubicado en la zona centro del pais
(Mapa 1), enmarcado dentro de las coordenadas geograficas: Longitud
97°38'41.28"0, 97°31'12.36"0 y Latitud 19°43'08.40"N, 19°57'47.52"N; cuenta con
una superficie de 34 309.6 kildmetros cuadrados con relieves variados entre los que
destacan sierras, valles y algunas formaciones volcanicas como la Malinche, el Pico
de Orizaba, el Iztaccihuatl (inactivos/extintos), y el Popocatépetl (activo), localizadas

en las fronteras de Puebla con otros estados (Mapa 2) (Relieve, Puebla, 2024).
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Data S|O, NOAA. U.S. Navy, NGA| GEBCO
Image Landsat / Copernicus

Mapa 1. Ubicacion del Estado de Puebla dentro del territorio nacional mexicano (Mapa de elaboracion propia
con informacién de Google Earth, 2020).
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Mapa 2. Visualizaciéon de los relieves que se encuentran presentes dentro de
los limites del Estado de Puebla (Relieve, Puebla, 2024).

Al encontrarse en el centro del territorio nacional, el Estado de Puebla presenta la
mayoria de los climas (Mapa 3), por tanto, cuenta con los principales ecosistemas
del pais: bosques nevados, nublados y templados, selvas humedas y secas,
matorrales, pastizales de centro a norte y desierto del sur (exceptuando los
relacionados con el mar) (CONABIO, 2021).
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Mapa 3. Visualizacién de los climas que imperan dentro de los limites del
Estado de Puebla (Clima, Puebla, 2024).

Tomando como referencia el Gltimo censo quinquenal de Poblacién y Vivienda del
INEGI 2020, la poblacion corresponde a 6 583 278 habitantes, la economia de la
poblacion poblana es tan variada como sus caracteristicas medioambientales,
comenzando desde el sector econOmico primario (agricultura, ganaderia,
explotacion forestal, mineria a cielo abierto), hasta el sector secundario y terciario
(comercio, manufactura, prestacion de servicios), aportando 750, 988.64 millones
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de pesos de los 24, 225, 440 millones de pesos del PIB a nivel nacional generados
en el aflo 2021, lo que representa el 3.1% (INEGI, 2022).

liL.Il. Explotacion de recursos forestales

Las actividades socioecondémicas primarias, se definen como aquellas que
aprovechan los recursos de la naturaleza que no han sufrido una transformacion
drastica previa (INEGI, 2007), dentro de estas actividades se pueden encontrar
agricultura, ganaderia, acuicultura, caza y por supuesto la explotacion de recursos
forestales, esta ultima ha evolucionado hasta dar lugar a la Silvicultura, la cual es
considerada como el conjunto de practicas para establecer y constituir un
ecosistema forestal para la continua produccion de bienes y servicios (SEMARNAT,
2024).

lILIIL. El sector forestal mexicano en numeros

Como es sabido México es un pais megadiverso debido a multiples variables como
su localizacion geografica, su colindancia con los océanos Pacifico y Atlantico,
orografia accidentada y variada compuesta por sierras, valles y llanuras, ademas
del clima y la presencia de los cuerpos de agua, lo que le confiere la capacidad de
albergar un amplio abanico de ecosistemas como bosques, selvas, desiertos,
ecosistemas acuaticos (Tabla 1) (SEMARNAT, 2024; CONABIO, 2023).
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Tabla 1. Distribucion de la superficie forestal de México por tipo de ecosistema
(Tomada de CONAFOR, 2020).

Superficie forestal (ha) Total
Ecosistema — —
Vegetacion Vegetacion s
A : : hectareas
primaria secundaria
Bosques 20663676 | 13536751 | 34200426 24.8
Selvas 10167721 19858784 30026505 21.8
Manglar 842975 96660 939636 0.7
Otras
o 533828 6332 540160 0.4
asociaciones
Matorral
. 50816909 5488101 56305010 40.8
zerofilo
Otras areas
11488048 4345353 15833401 11.5

forestales

TOTAL

94513157 43331981 137845138

Las formaciones boscosas mexicanas ocupan aproximadamente 34, 200, 426 ha.

que representan el 24.8% del territorio nacional, de estas, 20, 663, 676 ha.

corresponden a vegetacion primaria (aquélla que no ha sufrido cambios derivados

de las actividades humanas o perturbaciones naturales), y el resto corresponden a

vegetacion secundaria (aquella que se desarrolla posterior a actividades humanas

y puede tener una composicién y estructura parecida a la vegetacion original); estas

formaciones boscosas se pueden clasificar principalmente en bosques de coniferas,

coniferas y latifoliadas, latifoliadas y bosque mesofilo (Tabla 2), las cuales pueden

agrupar varios tipos de vegetacion (CONAFOR, 2020).
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Tabla 2. Superficie forestal de México por tipo y uso de suelo (Tomada de
CONAFOR, 2020).

Formacion 3 Vegetacion Vegetacion
Ecosistema Tipo de vegetacion g. ) e . TOTAL (ha)
forestal primaria secundaria
Bosque de ayarin 24177 15855 40032
Bosque de cedro 2035 709 2744
Bosque de oyamel 128840 28877 157717
Coniferas
Bosque de pino 4910571 2640936 7551507
Bosque de tascate 145111 205718 350829
Matorral de coniferas 0 262 262
Subtotal 5210734 2892357 8103091
Bosques
Coniferasy Bosque de encino-pino 2950107 1430151 4380258
latifoliadas | poeque de pino-encino | 5186551 3382961 8569512
Subtotal 8136658 4813112 125949770
Bosque de encino 6472137 4864689 11336826
Latifoliadas
Bosque de galeria 21006 2667 23673
Subtotal 6493143 4867356 11360499
Bosque | Bosquemesottiode 823141 963924 1787065
mesofilo montana

TOTAL 20663676 13536749 34200425

Dos tipos de vegetacion importantes para la silvicultura son los bosques inducidos
y cultivados (Tabla 3), los cuales abarcan cerca de las 80 000 ha. y que son
formaciones destinadas al aprovechamiento silvicola, (SNIEG, 2024). Por otra
parte, el pastizal (INEGI, 2024), y la pradera de alta montafia (CONAFOR, 2016),
son areas que podrian ser usadas para el establecimiento de bosque cultivado o
inducido dadas las caracteristicas que presentan (CONAFOR, 2001).

19



20

Tabla 3. Superficie forestal de México por tipo y uso de suelo (otras

formaciones forestales de interés) (De elaboracién propia con informacion de

CONAFOR, 2020).

Vegetacion Vegetacion

Formacion

Ecosistema Tipo de vegetacion ooy . TOTAL (ha)
forestal primaria secundaria
Bosque cultivado 74895 0 74895
Bosque inducido 5047 0 5047
Otras areas de interes Pastizal natural 5860897 3715306 9576203
Pradera de alta montana 17710 0 17710
Subtotal 5958549 3715306 9673855
Agricultura 32759101 32759101
Agostadero 18973589 18973589
Areas no forestales
Zonas urbanas 2170906 2170906
Subtotal 53903596 53903596

TOTAL 63577451

Finalmente, se encuentran las areas no forestales las cuales superan en superficie
a las areas forestales y las de bosques inducidos o cultivados, abarcan 53, 903. 596
ha. (Tabla 3), y comprenden sitios en donde los principales usos de suelo son

agricultura, agostadero y zona urbana (Imagen 1).
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Imagen 1. Arboles de encino rodeados de suelo destinado a la agricultura y

74 )

agostadero en el municipio de Zacapoaxtla, Puebla (Imagen de elaboracion propia).

Es diferente hablar de la superficie territorial que ocupa una formacién forestal y de
la superficie arbolada de esa formacién, los bosques en conjunto con otras
asociaciones forestales menores conforman el 52.8% de la superficie forestal
arbolada del pais (Tabla 4), lo que significa que dicho porcentaje de arboles dentro
del territorio nacional pertenecen a los bosques que solo conforman el 24.8% del
total de los arboles del territorio nacional (Tabla 1), lo que permite resaltar lo
importantes que son los arboles en los bosques, lo reducidos que se encuentran los
bosques mexicanos dentro de la superficie total del territorio nacional y la

importancia de los bosques mexicanos como ecosistemas (PROFEPA, 2024).
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Tabla 4. Superficie forestal arbolada de los bosques mexicanos en hectareas

(De elaboracién propia con informacion de CONAFOR, 2020).
Superficie forestal
Formacion arbolada (ha)

Ecosistema — —
forestal Vegetacion Vegetacion

primaria  secundaria

Coniferas 5210734 2892357 8103091 | 12.3
Coniferasy
P 8136658 4813113 12949771 | 19.7
latifoliadas
Bosques a0z
Latifoliadas| 6493143 4867357 11360500 | 17.3
Bosque
mesofilo de 823141 963924 1787065 2.7
montana
Otras asociaciones 533828 6332 540160 0.8
TOTAL 21197504 13543083 34740587 52.8

Hasta el 2017 los grupos forestales mayormente aprovechados eran el pino,
comunes tropicales, encinos, otras latifoliadas, oyameles, otras coniferas y maderas
preciosas (Tabla 5). Este aprovechamiento es considerado como las existencias
maderables, las cuales se expresan como los metros cubicos de rollo total de arbol
(m3 rta), es decir, la madera del fuste y corteza de arboles maduros, sin incluir ramas

y disponibles en cierto nimero de hectareas de terreno.
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Tabla 5. Grupos forestales con mayor aprovechamiento (m?3 rta), en 2017

(Tomada de CONAFOR, 2020).

Género o grupo

Produccion 2017

Participacion (%)

Pino 6386758 70.87

Oyamel 225688 2.5
Otras coniferas 38184 0.42
Encino 886339 9.84
Otras latifoliadas (hojas) 249441 2.77
Preciosas 15103 0.21
Comunes tropicales 1206523 13.39

TOTAL

9012036

La madera no siempre se utiliza recién extraida del bosque, a veces debe

transformarse previamente en otros subproductos (CONAFOR, 2017), dependiendo

de las aplicaciones a las que se destine (Tabla 6). Esta madera es usada para

diferentes propdsitos (muebles, construccion, materia prima para productos mas

elaborados como papel).
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Tabla 6. Produccion maderable por grupo de productos (m? rta), para el afio
2017 (Tomada de CONAFOR, 2020).

Producto 2017 Participacion %
Aserrio 5950441 66
Celulosa 1383508 154
Chapay triplay| 461198 S |
Postes 161624 1.8
Lefaycarbon | 1055264 11.7
TOTAL 9012035 100

lIl.IV. El Estado de Puebla en el sector forestal

El Estado de Puebla ocupa el cuarto lugar en lo que se refiere a la poblacion
indigena que reside dentro y a los alrededores mas cercanos de los ecosistemas
forestales con una poblacion total de 339, 356 lo que representa el 9.9% del total
nacional que asciende a 3, 427, 373 habitantes. Ademas, es el doceavo estado de
la republica mexicana en nimero de UMAFORES (unidades de manejo forestal),
con un total de 8 de las 224 que hay en todo el pais y que ocupan una superficie de
3, 412, 623 hectareas y el onceavo en cantidad de organizaciones sociales del

sector forestal con 7 de las 153 que existen a nivel nacional (CONAFOR, 2020).

El estado ocupa el sexto lugar nacional por las 14,253 ha. de superficie en las que
se encuentran establecidas plantaciones forestales comerciales maderables, siendo
las especies utilizadas en su mayoria por eucalipto, cedro rojo, variedades de pino,
encino, teca y melina. En cuestiones productivas, para el afio 2020, el Estado de
Puebla genero 2, 095, 000 plantas de las 21, 747, 894 producidas en México; su

produccion forestal no maderable en toneladas se dirigio hacia el aprovechamiento
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de 1, 724 toneladas que incluyen tierra de monte, rizomas, ceras, gomas, resinas o
fibras y 4, 746 ejemplares de arboles navidefios (SEMARNAT, 2017).

Otro punto importante es que en el estado hay empresas de transformacion de los
recursos forestales, concretamente 120 aserraderos, 2 estufas para fabricar carbon
vegetal, 3 fabricas de tarimas y 12 industrias de cajas y empaques, afiadiendo que
al compatrtir territorios forestales con Tlaxcala y al ser este ultimo un estado de la
republica con una superficie territorial reducida, en los que convergen los espacios
forestales de Puebla y Tlaxcala hay 30 aserraderos 1 estufa de carbén y 2 industrias
de cajas y empaques (CONAFOR, 2020).

lll.V. Caracteristicas generales del municipio de Zacapoaxtla, Puebla

Imagen 2. Plaza de Armas del Municipio de Zacapoaxtla, Puebla, México (Imagen
tomada de Gonzélez, R., 2022).

El Municipio de Zacapoaxtla (con origen en el vocablo ndhuatl: zacat, pohuat, tla:
“Lugar donde abunda el zacate”), es un municipio ubicado en la sierra nororiental

(Mapa 4), del Estado de Puebla, México (Imagen 2). Se encuentra enmarcado
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dentro de las coordenadas geograficas: Longitud 97°38'41.28"0, 97°31'12.36"0 y
Latitud 19°43'08.40"N, 19°57'47.52"N; cuenta con una superficie de 1 888
kilometros cuadrados con un relieve bastante accidentado pues presenta un volcan
extinto y numerosas y largas sierras que le confieren una topografia demasiado

irregular.
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Mapa 4. Ubicacién de laregién de Zacapoaxtla en la sierra norte del Estado

de Puebla (Mapa de elaboracién propia con informacién de Google Earth, 2020).

El clima es templado/himedo con lluvias frecuentes y formacion de densos bancos
de niebla, aungue los ecosistemas originales del municipio han reducido su tamafio
por las actividades antropogénicas (agricultura, ganaderia, tala, caza, fauna
invasora), aun existen partes de diferentes tamafios de bosques mesdfilo de
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montafia, y de coniferas y encino que habitan algunos ejemplares de fauna
(pequeiios mamiferos, reptiles, anfibios y aves). Dentro de la hidrografia se
mencionan pequefos arroyos que bajan de las sierras algunos se pierden en el
subsuelo y otros son superficiales, al final todos desembocan en los afluentes de
los rios Texpilco, Apulco y Atehuetzian (Arriaga, L., et al., 2000; INEGI, 2000; INEGI,
2010).

Las cifras de poblacion de acuerdo con el tltimo Censo quinquenal de Poblacion y
Vivienda del INEGI (2020), es de 57 887 habitantes, una poblacion cuyas
actividades econdmicas van enfocadas hacia el sector primario siendo la
agricultura, ganaderia y la prestacion de servicios, el tridente que mantiene en
movimiento de la maquinaria econémica del municipio (Data México, 2020), que

para el afio de 2016 genero la cantidad de 317 millones de pesos en PIB.

ll.VI. Actividad forestal en Zacapoaxtla

Al encontrarse ubicado en la Sierra Norte del Estado de Puebla y derivado de las
caracteristicas de relieve y altura, los ecosistemas dominantes en el municipio de
Zacapoaxtla y sus alrededores son los bosques destacando la presencia de

coniferas y latifoliadas (Flora y Fauna, Puebla, 2024).

Estos bosques tienen algun grado de alteracion debido al aprovechamiento de sus
recursos, que, de acuerdo con el Anuario estadistico y geografico de Puebla del
2017, el volumen de la produccion forestal maderable asciende a 1265 ms3 rta,
siendo especies de pino, encino y otras latifoliadas destinadas a productos como
escuadria y lefia generando 1, 171, 000 pesos mexicanos. Cabe resaltar que, como
parte del Programa Nacional Forestal (encargado de actividades de reforestacion
en el pais), se ha logrado el establecimiento de 60 500 unidades vegetales en un

espacio de 55 ha. dentro del propio municipio (INEGI, 2017).
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HHLLVII. Encinos

El género Quercus al que pertenecen los encinos, es uno de los grupos de
angiospermas lefiosas mas importantes de los ecosistemas forestales y del
hemisferio norte dando un amplio abanico en diversidad de especies con
dominancia ecologica. Los ejemplares del género Quercus son altamente
adaptables y pueden predominar en una amplia variedad de ecosistemas como
diversos tipos de bosques templados, tropicales, de alta montafa, sabanas, selvas,
pastizales, matorrales y en los margenes y fronteras con otros ecosistemas (Nixon,
K., 2006).

La gran diversidad de encinos se debe a su adaptabilidad en ecosistemas forestales
donde los recursos nutricionales abundan; también existen especies de tamafio
pequefio, arboles que no crecen demasiado o son arbustos que pueden ser
encontrados en habitats mas secos y con menor disponibilidad de nutrientes
(Rosaliano, R., et al., 2022; Valencia, S., et al., 2021).

Los encinos no deben su valia solo a su importancia ecoldgica, también a su
importancia socioeconémica, la madera de encino es ampliamente valorada por su
calidad, dureza y como la lefia o combustible, entre otros usos. Sin embargo, a
pesar de su importancia medioambiental y socioeconémica, no se conoce el total
de especies de encinos a nivel mundial, y por su puesto tampoco se tiene un registro
de la rigueza total de estas especies en México, aungue se cuenta con varias
estimaciones que, derivado de la explotacion de los recursos y el cambio climético
las cifras han ido en decaimiento (Valencia, S., 2004).
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lLVII. Q. Jaurina y Q. calophylla y su estado de conservacion

En 1964 la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, por
sus siglas en inglés), establecio la Lista Roja de Especies Amenazadas a fin de
tener disponible la informacion sobre las especies de flora y/o fauna a nivel mundial
y el grado de amenaza que pudiera presentar alguna (IUCN, 2023).

Quercus laurina cuyos sinonimos son Quercus zempoaltepecana o Quercus
ocoteifolia y comunmente conocida como ahucepitzahuac, bik’tal-anal, chiquinib,
encino ahualpitzahual, encino capulincillo, encino jarilla, encino laurelillo, encino
nechilahue. esta distribuido desde Honduras, El Salvador, Guatemala hasta México,
siendo los Estados de Nuevo Ledén, Tamaulipas, Jalisco, Guanajuato, Querétaro,
Hidalgo, Veracruz, Michoacan, Meéxico, Ciudad de México, Morelos, Puebla,
Tlaxcala, Guerrero, Oaxaca y Chiapas, donde predominan las poblaciones, (Mapa
5), en bosques de niebla, de encino, pino-encino y pino-encino-abeto en altitudes
desde los 1600 a 3000 msnm y hasta los 3650 msnm (Heathcoat, M., 2009; Nelson,
C., 2008); los ejemplares adultos poseen una altura de 35 metros 0 mas con un
tronco relativamente recto y es usado principalmente para la obtencion de postes y
tablas, ademas de lefia y materia prima para hacer carbén (Gonzalez, M., et al.,
2011).

De acuerdo con la informacion emitida en la REDIist de la UICN, la poblacion de
Quercus laurina es lo suficientemente grande como para sufrir desestabilizacion por
lo que es considerada como de menor preocupacion, no obstante, la combinacion
de tala, incendios y pastoreo podria comprometer la estabilidad poblacional de esta

especie (Jerome, D., 2018).
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Mapa 5. Distribucion de Q. laurina en México segun REDIist. (Mapa tomado de REDIist, 2017)
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Quercus calophylla, fue conocida anteriormente como Quercus candicans
(Valencia, A., et al., 2018), esta especie esta distribuida en Guatemala y México,
siendo los Estados de Chihuahua, Sinaloa, Durango, Nayarit, Jalisco, Hidalgo,
Veracruz, Michoacan, México, Ciudad de México, Morelos, Puebla, Guerrero,
Oaxaca y Chiapas donde se presentan las principales poblaciones, asociadas a
bosques mesofilos de montafia y de encinos que cuentan con un clima templado y
en altitudes que van desde los 1200 a los 2000 msnm y hasta los 2600 msnm
(Hardy, A., y Lamant, T., 2006; Heathcoat, M., 2009). Los ejemplares adultos llegan

a poseer una altura de 8 a 25 metros y son usados principalmente como lefia.

Su estado dentro de la REDIist es considerado como de preocupacion menor a
pesar del elevado indice de deforestacién dentro de su &rea de distribucion, sin
embargo, a pesar de dicha situacion la poblacién de la especie se ha logrado
mantener estable, sin embargo, se necesitan mas investigaciones sobre el tamafio

y las tendencias de la poblacion (Wenzell, K., et al., 2017).
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Mapa 6. Distribucién de Q. calophylla en México segun REDIist (Mapa tomado
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lILIX. Alternativas y herramientas para la explotacion sustentable de recursos

forestales

Desde hace unas décadas, un sector de la poblacion mundial ha sido mas
consciente de las consecuencias de las actividades antropogénicas, generando
propuestas dirigidas a mitigar los efectos de tales actividades (Bajpai, P., 2013,
Boyle, J., et al., 2016; Douglas, J., et al., 2016).

La silvicultura considera el tiempo para regenerar las areas utilizadas y disefa
opciones para reestablecer en lo posible los volimenes de recursos forestales
(maderables y no maderables), aprovechados tratando de garantizar el
cumplimiento de la demanda de estos recursos a través del tiempo. Para México, la
aplicacién de la silvicultura es gestionada por la Comisibn Nacional Forestal
(CONAFOR), o por particulares y asociaciones cooperativas (ejidales o
comunidades), sefialando que las asociaciones incluyen la participacion de las
comunidades dentro de un territorio de uso comun, y, por consiguiente, los
beneficios obtenidos se destinan a fortalecer sus procesos internos de desarrollo
(CONAFOR, 2015).

La explotacién maderable necesita la aplicacion de estrategias a fin de generar una
reposicion de los recursos sustraidos, por ejemplo, plantaciones in situ y ex situ
(Werden, L., et al., 2020), invernaderos que utilicen semillas, esquejes o injertos
(INIFAP, 2023; UNDP, 2024). Ademas, para garantizar la salubridad de los bosques
se programan Yy realizan monitoreos para detectar y combatir plagas o
enfermedades que podrian poner en riesgo la salud del ecosistema, y la calidad de
los recursos maderables/biomasa afectando las cifras monetarias resultantes
(CONAFOR, 2022).

Otras innovaciones que se han adicionado al proceso de propagacion de plantas
para usos silvicolas han sido la mejora y tratamiento de los sustratos para el
desarrollo de plantas (Btoniska, E., et al., 2022), la deteccion y aplicacion de

tratamientos contra plagas y enfermedades (Ye, W., et al., 2022; Zheng, Z., y Zhang,
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C., 2022; Box, O., et al., 2023), el cultivo y micropropagacion in vitro (Ciaffi, M., et

al., 2018), y el mejoramiento genético (Olsson, S., et al., 2023).

lll.X. Cultivo y propagacion de especies de encinos

Los encinos son especies de importancia socioeconémica y medioambiental, la
forma en que los encinos hacen frente a las condiciones medioambientales y su
distribucion casi cosmopolita les confiere la idoneidad para considerarse en
proyectos de reforestacion y rehabilitacion (Valencia, S., 2021), en consecuencia, la
aplicacion de protocolos y técnicas de cultivo, propagacion y conservacion de
ejemplares de encinos es de vital importancia en paises como México por ser uno
de los més ricos en especies de encinos siendo muchas de estas endémicas y
muchas de ellas amenazadas, aunque sin llegar a encontrarse en la NOM-59-
SEMARNAT-2010 (Valencia, S., 2021), pero, ¢por qué esperar a que estas
especies se encuentren reconocidas como amenazadas? ¢por qué no buscar
alternativas para retrasar o evitar que las especies sean consideradas con algun

nivel de riesgo en la lista de alguna norma?

Los encinos son especies delicadas de tratar en proyectos forestales por varias
razones por ejemplo por la pérdida de bellotas por herbivoria, enfermedad o plaga
y la perdida de viabilidad por almacenamiento (Valencia, S., 2021). Ante esto, se
han establecido varios modelos de propagacion en invernaderos in situ y ex situ
utilizando esquejes (Bassuk, N., y Coombes, A., 2021; Benoit, D., 2009), pero
siendo la germinacién de las semillas (Imagen 3), el modelo de propagacion
preferido (Lozano, J., et al., 2021; Albino, F., et al., 2021; Jiménez, F., 1993), pero
dadas las caracteristicas de las bellotas como semillas, se recomienda que su
procesamiento desde la colecta, la seleccion y germinacién hasta el desarrollo de
las plantulas en maceta sean con rapidez y la mayor inocuidad posible, ademas de
realizar un monitoreo constante antes de su reintroduccion al medio silvestre
(Rodriguez, M., 2021).
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Imagen 3. Plantas de encino obtenidas a partir de la germinacién de bellotas en el
area de propagacion del jardin botanico universitario de la BUAP (Imagen de

elaboracién propia).

llI.XI. Cultivo in vitro de tejidos vegetales

El cultivo in vitro de tejidos vegetales es el desarrollo de protocolos, que permiten
realizar la propagacion y/o conservacion de plantas a partir de una porcion de tejido
conocida como explante, con distintos fines, por ejemplo obtener plantas inocuas y
de calidad, en una menor cantidad de tiempo; o bien, para obtener tejido
indiferenciado con la posibilidad de generar un mayor volumen de plantas para
distintos fines (Rajewski, A., et al., 2019; Germéana, M., y Lambardi, M., 2016;
Blasco, M., et al., 2013; Corredoira, E., et al., 2017; Barra, A., et al., 2014).

El cultivo in vitro no estd exento de las necesidades de las plantas producidas en
cultivo en tierra, por lo que se deben mantener ciertas condiciones como el
fotoperiodo, temperatura, humedad, y la disponibilidad de macro y micronutrientes
en las proporciones necesarias para cubrir las demandas del cultivo (Castillo, A.,
2024), por lo que los medios nutritivos son fundamentales en el cultivo in vitro de

tejidos vegetales, y su composicién puede variar dependiendo del uso y de la
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especie de interés (Chavez, J., et al., 2019; Andrade, A., et al., 2021), ya que se
pueden modificar algunas variables como los tipos y cantidades de factores
hormonales de desarrollo (Friml, J., 2003; Friml, J., et al., 2003), ademas de los
nutrientes (Corredoira, E., et al., 2012; Steiner, N., et al., 2016).

Uno de los medios nutritivos mas usados en el cultivo in vitro es el medio Murashige
& Skoog (MS), el cual fue inventado por los cientificos Toshio Murashige y Folke K.
Skoog hace mas de 60 afos, dicho medio estd constituido por componentes
inorganicos como el nitrato de amonio, cloruro de calcio, sulfato de magnesio,
fosfato monopotasico, nitrato de potasio, acido borico, cloruro de cobalto (ll), sulfato
de hierro, sulfato de manganeso, yoduro de potasio, molibdato de sodio, sulfato de
zinc, acido etilendiaminotetraacético y sulfato de cobre (ll) pentahidratado, ademas
de compuestos organicos como el &cido 3-indolacético (IAA), kinetina, tiamina-HCI,
acido nicotinico, piridoxina-HCI, glicina, mio-inositol, edamina, sacarosa y agar,
estos componentes satisfacen los requerimientos nutricionales para el desarrollo de

la mayoria de las especies vegetales (Murashige, T., y Skoog, K., 1962).

Por ejemplo, en la germinacion de semillas de Buchanania cochinchinensis, la cual
es una especie rica en fitoquimicos de valor medicinal en raices, corteza, hojas,
frutos y semillas, ademas proporciona alimento, combustible, forraje, madera y
medicinas para los pueblos tribales de los bosques de la India (Agrawal, T., y
Quraishi, A., 2024), otro ejemplo es la planta Evolvulus alsinoides, la cual busca
propagarse debido a su importancia como medicinal (Omondi, C., et al., 2024), asi
mismo se puede mencionar la planta Glochidion chodoense, una planta medicinal
nativa de Corea y en peligro de extincion, a la que se busca propagar via la

induccion de callogénesis (Kim, J., et al., 2024).

El medio MS también ha sido usado en la propagacion de plantas ornamentales
como las orquideas (Sedano, G., et al., 2015), no obstante dependiendo de las
especies vegetales y los requerimientos nutricionales que estas tengan, se han

desarrollado otros medios de cultivo, por ejemplo los medios: Solucion Hoagland
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(Hoagland, D., y Arnon, D., 1950), B5 de Gamborg (Gamborg, O., et al., 1968),
Nitsch (Nitsch, J., y Nitsch, C., 1969), SH (Schenk, R., y Hildebrandt, A., 1972),
Quoirin y Lepoivre (Quoirin, M., y Lepoivre, P., 1977), y conocido también como
Woody Plant Medium (WPM) (Lloyd, G., y McCown, B., 1981), usado para el cultivo

in vitro de plantas lefiosas.

llI.XII. Micropropagacion a partir de callo vegetal

Los callos vegetales son cumulos de células vegetales que se encuentran en un
estadio constante de proliferacion y baja diferenciacion, ambos procesos
dependientes de diversos factores entre los que se encuentran el genotipo del
explante utilizado, pero principalmente derivado de la concentracién y combinacion
de los reguladores de desarrollo adicionados al medio de cultivo (Hernandez, A., y
Diaz, H., 2019).

La micropropagacion de organismos vegetales a partir de la generacion de callo
vegetal es una técnica muy valiosa de la biotecnologia aplicada con la capacidad
de producir cientos o miles de plantas clones a partir de un explante (Davies, K., y
Deroles, S., 2014) , dicha técnica aprovecha el potencial de las células de los
explantes vegetales, los cuales puestos en medios de cultivo con los nutrientes,
vitaminas, fitohormonas y condiciones adecuadas pueden proliferar formando
masas amorfas de células con bajo o incluso nulo grado de diferenciaciéon
(Hernandez, A., et al., 2021).

El éxito de la formacién de callos y sus caracteristicas dependen de factores como
la temperatura, tiempo de exposicion a la luz, ademas de la cantidad de nutrientes
y factores de desarrollo, los cuales se eligen y modifican dependiendo de la especie
vegetal, y las caracteristicas deseadas del callo por ejemplo, la generacién de callo
para la produccion en grandes volumenes de plantas como hace Rizwan, H., y cols.,
(2020), la proliferacion de embriones para la produccion de semillas sintéticas como
hace Rihan, S., y cols., (2012), al trabajar con microbrotes de coliflor, cultivos en

biorreactores como en el trabajo de Teixeira, H., y cols., (2016), donde se busca la
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regeneracion de embriones somaticos de palma aceitera (Elaeis guineensis),
mediante biorreactores de inmersion temporal; o para manipulacion genética, como
se puede ver en el trabajo realizado por Tardast, Z., y cols., (2023), al funcionalizar
nanotubos de carbono de paredes multiples con &cido carboxilico (COOH-
MWCNT), para mejorar la produccion de atropina en el callo de Datura inoxia al
influir en el metabolismo, la regulacion genética y la metilacion de la citosina del
DNA.

HLXIIl. Cultivo y propagacion in vitro de especies de encinos

El cultivo in vitro de tejidos vegetales implica la utilizacién de una amplia diversidad
de tejidos y puede tener diferentes fines, en el caso de los encinos como ejemplo
de plantas lefiosas de gran importancia se han usado yemas (Favre, J., y Juncker,
B., 1987), como es el caso para Quercus robur, en cuyo cultivo se usaron
variaciones de 6-Bencilaminopurina (BAP), y carbén activado, por su parte, San
José, M., y cols., (1990), utilizaron brotes de ejemplares jovenes y adultos de
Quercus petraea, con el fin de obtener plantulas con radicula usando el medio
Gresshoff y Doy (GD), y MS, con variaciones de BAP como regulador de desarrollo;
en el mismo afo, Manzanera, J., y Pardos, J., (1990), propusieron yemas apicales
y segmentos de tallo nodales de Quercus suber, como explantes iniciales, estos
explantes fueron plantulas jévenes, brotes de tocones y brotes formados a partir de
esquejes recolectados de arboles viejo; trabajando en medios como MS o como los
medios Sommer o Heller, con la participacion de BAP y 4cido naftalenacético (NAA),
como reguladores del desarrollo en la busqueda de la generacién de brotes con

radicula.

Chalupa, V., (1993), se inclin6 por trabajar en la micropropagacion por multiplicaciéon
de brotes axilares y por embriogénesis somatica, la multiplicacion de los brotes
axilares se estimulé en medios bajos en sal (Broadleaves Tree Medium, o Woody
Plant Medium), suplementados con una baja concentracién de BAP, mientras que

los cultivos embriogénicos se iniciaron a partir de embriones cigéticos inmaduros de
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Quercus petraea, cultivados en medio Schenk y Hildebrandt (SH) modificado,

suplementado con BAP.

Schwarz, O., y Schlarbaum, S., (1993), seleccionaron Quercus alba, y Quercus
rubra, para desarrollar métodos de regeneracion de plantulas in vitro a partir de
explantes de yemas y embriones aplicando varias combinaciones hormonales a los
explantes para inducir la proliferacion de yemas axilares; la produccion maxima de

brotes multiples se obtuvo cuando se aplic6 BAP en combinacion con NAA.

Purohit, M., y cols., (2002a; 2002b), realizo dos trabajos, en el primero se desarrolld
un protocolo de regeneracion para Quercus floribunda, utilizando nudos
cotiledéneos como explantes y se indujeron multiples brotes en medio WP o MS
suplementado con BAP solo o en combinacion con &cido giberélico (GA3), y para
promover el enraizamiento los brotes se trataron con acido indol-3-butirico (IBA);
para el segundo trabajo se indujeron multiples brotes de Quercus leucotrichophora,
y Quercus glauca, a partir de embriones intactos (semillas sin recubrimiento), asi
como de nudos cotiledoneos (con cotiledones adheridos pero sin radicula ni brote
primario), de plantulas cultivadas in vitro de 3 semanas de edad en medio WPM y

MS suplementados con BAP, ya sea en solitario o en combinacion con GA3, e IBA.

Tamta, S., y cols. (2008), desarrollaron un método eficaz y reproducible para la
regeneracion de mdultiples brotes de Quercus semecarpifolia, en el que se utiliza
como explante una parte del tubo peciolar que contiene un brote primario en medio
MS y WP, ambos con variaciones de BAP e IBA; llegando a Vengadesan, G., y Pijut,
P., (2009), que propagaron brotes de Quercus rubra, a partir de explantes de nudos
cotiledéneos en medio MS suplementado con BAP, tidiazuréon (TDZ), e hidrolizado

de caseina (CH).

En los trabajos anteriormente descritos, se puede notar que tejidos como yemas,
plantulas, brotes axilares, embriones, nudos cotileddnales, tubos peciolares, entre
otros, pueden ser seleccionados como explantes ya que poseen células con el

potencial para establecer un cultivo que permita la propagacion vegetal (Delgadillo,
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J., et al.,, 2013), y que en el caso de las especies de encinos se busca la
regeneracion directa de plantas, sin embargo, no existen trabajos en los que el
principal objetivo sea la propagacion a partir del establecimiento y cultivo de callo
para llevar a cabo la regeneracion de plantas en grandes cantidades.

lIL.XIV. Reguladores hormonales del desarrollo vegetal

Las fitohormonas son compuestos quimicos producidos por las plantas cuya
concentracion, distribucion y localizacion se encuentra definida por su funcién y
actian como sefalizadoras y reguladoras de los procesos como el desarrollo,
defensa, tolerancia al estrés y reproduccioén de las plantas (Porta, H., y Jiménez, G.
2019; Alcantara, J., et al., 2019; Méndez, H., et al., 2019), por lo que la adicion
exdgena de cualquiera de estos compuestos puede modificar el desarrollo de las
plantas, por ejemplo, en el tamafio de érganos, produccion de flores o frutos, e

incluso la percepcion del ambiente (Liu, Z., et al., 2023; Kaur, H., et al., 2023).

De las seis clases de fitohormonas que existen, las auxinas y las citocininas han
jugado un papel importante en el establecimiento de cultivos vegetales, por ejemplo,
las auxinas acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), y el acido naftalenacético (NAA),
(Hartmann, H., et al., 1975), han sido usadas por su capacidad para inducir la
formacién y elongacién de tallos, la produccion de raices adventicias, aumento de
la dominancia apical, divisién y elongacién celular, ademas de la diferenciacion
celular, promocién de la divisidbn celular meristematica, aumento del contenido
osmatico celular, de la permeabilidad celular y la produccién proteica, asi como la
disminucién de la presién en la pared celular (Alcantara, J., et al., 2019; Garay, A.,
et al., 2014).

En el caso de las citocininas la 6-Bencilaminopurina o 6-Benciladenina (BAP), es un
compuesto sintético al que se le ha atribuido la iniciacion y elongacion de raices,
regulacion de la senescencia de las hojas, estimulacion del desarrollo
fotomorfogenico y la generacion de brotes axilares. (Rodriguez, M., y Tempe, J.,

2017), ademas, estimula la multiplicacion celular del tejido embrionario y promueve
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la germinacion (Kucera, B., et al., 2005; Moradi, K., y Otroshy, M., 2012). También
promueve el vigor de plantulas (Dissanayaka, N., et al., 2015), promueve una alta
proliferacion y division celular, afectan la ultraestructura de los cloroplastos, asi
como las funciones de las enzimas de los cloroplastos y la acumulacion de
pigmentos y tasa de fotosintesis (Cardenas, J., et al., 2010; Carnelos, D., et al.,
2022).

En la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP, el grupo de investigacion en
Sintesis y Modificacion de Productos Naturales generé una familia de compuestos
promotores del crecimiento vegetal denominados aBSS, los cuales han sido
caracterizados como derivados 22-oxocolestanicos, producidos a partir de
estructuras espirostanicas (Zeferino, R., et al., 2015), y a los que se les ha asociado
una actividad superior a la de los brasinoesteroides o a los analogos de
brasinoesteroides (Rojas, H., 2015), tales como la capacidad para promover el
desarrollo de plantas de alfalfa, frijol (Andrade, M., 2013; Pefia, N., 2012), arroz
(Gémez, D., 2013), y maiz (Moreno, A., 2009; Zurita, L., 2011), ademas de generar
cambios en los perfiles de expresion genética pero promoviendo el desarrollo aln
en condiciones de calor, sequia (Susano, E., 2019), frio (Robles, K. del C., 2019, y

permitiendo que las plantas superen la infeccion por virus (Santos, I., 2019).

En este trabajo se plantea el establecimiento de un cultivo de callo de las especies
encino Quercus laurina y Quercus calophylla utilizando medios nutritivos en los que
se incorporaron las auxinas 2, 4-D y NAA la citocinina BAP y los compuestos aBSS4

y aBSS12 para inducir la germinacion de las semillas y el establecimiento del callo.
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IV. Objetivos

General:
« Establecer y propagar mediante cultivo in vitro callo de las especies
encino Quercus laurina y Quercus calophylla para su aplicacion en

silvicultura.

Especificos:
o Realizar colectas de campo para obtener material vegetal.
« Identificar taxonémicamente ejemplares de los encinos colectados.
o Generar los medios de cultivo para inducir la germinacion de semillas,
desarrollo de plantulas y establecimiento de callos de encinos.
« Establecer las condiciones de limpieza de los explantes a cultivar.
« Evaluar la germinacion de bellotas y el desarrollo de plantulas.
o Evaluar el establecimiento y desarrollo de callo a partir de los

explantes en los medios de cultivo disefiados.
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V. Materiales y métodos

V.l. Colecta de material vegetal

El material vegetal usado para la realizacion de este trabajo fue obtenido a través
de colectas de campo en el municipio de Zacapoaxtla en la Sierra Norte del Estado
de Puebla, el material vegetal fue colocado en una prensa botanica y se llevo a las
instalaciones del Herbario del Jardin Botanico de la BUAP donde se solicitdo su

identificacion taxondmica.

Una vez que las especies de encinos fueron identificadas como Q. sartorii Liebm.,
Q. laurina Bonpl., Q. obtusata Bonpl. y Q. calophylla Schitdl. y Cham (Anexol); se
seleccionaron a Quercus laurina y Quercus calophylla, la primera fue colectada en
las coordenadas 19°52°22.3’N 97°36’02.4”0, dentro de las inmediaciones de la
colonia Los Cristales, en el caso de Q. calophylla, fue colectada en las coordenadas
19°55’02.0"’N 97°35°07.1”0 en las inmediaciones de la colonia Xilita Xalacapan.

Ademas del material para la identificacion taxondmica, se colectaron bellotas de
arboles jovenes o adultos visiblemente sanos (Figura 1). A las bellotas colectadas,
se les realizé la prueba de flotabilidad en agua corriente para descartar las semillas
no viables, las que resultaron viables se pusieron en un recipiente con una solucién
de cloro al 5 % por dos horas y se enjuagaron con agua, luego se pusieron a secar

sobre un pafio para eliminar el exceso de agua.

Figura 1. Bellotas de A) Q. laurina y B) Q. calophylla colectadas en campo.
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V.Il. Tratamiento para almacenamiento en laboratorio

Una vez en el laboratorio, las bellotas se almacenaron a 4°C por una noche, al dia
siguiente fueron tratadas con una solucién de captan al 5% y puestas en un agitador
orbital a 100 rpm por dos horas para garantizar que la solucion de fungicida
impregnara toda la superficie de las bellotas; después, fueron enjuagadas con agua
destilada, posteriormente fueron puestas en una solucién de etanol al 70% y se
agitaron a 100 rpm por 15 minutos, finalmente fueron enjuagadas con agua

destilada y puestas a secar para ser almacenadas a 4°C hasta su utilizacion.

V.III. Desinfeccion de semillas de encinos

Para lograr la germinacién de las semillas de las especies de encinos Q. laurina y
Q. calophylla, se realizaron dos procesos de desinfeccion los cuales se muestran
en el Diagrama 1. En el primero se tomaron bellotas maduras, las cuales fueron
lavadas con agua y jabon liquido comercial frotando con un cepillo, luego fueron
enjuagadas con agua destilada. En campana de flujo laminar, se continu6 con la
remocion de la cupula y se colocaron en una solucion de fungicida Promyl al 5 %
por 15 minutos, después, el fungicida fue retirado enjuagando con agua destilada
estéril; luego se realiz6 un lavado por diez minutos con una solucion de cloro al 50%
y una gota de Tween 20 por cada semilla, se enjuagd con agua destilada estéril
hasta retirar los restos de detergente y cloro; finalmente las semillas se lavaron con

etanol a 70% durante 5 minutos y se enjuagaron con agua destilada estéril.

Para el segundo tratamiento de desinfeccion realizado también en condiciones de
asepsia, se escindio la cubierta externa de las bellotas previamente tratadas y se
colocaron en una solucién de fungicida Captan al 5% por diez minutos, después, se
enjuagaron con agua destilada estéril; se realizé un lavado por diez minutos con
una solucién de cloro al 15% y una gota de Tween 20 por cada semilla, se realizaron
lavados con agua destilada estéril hasta retirar los restos de detergente y cloro;
finalmente las semillas se lavaron con etanol a 70% durante 1 min y se enjuagaron

con agua destilada estéril
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V.IV. Medios de cultivo para germinacién e induccién de callo de encinos

Para probar la germinacion de las semillas de las dos especies de encinos y la
induccion de callo, se prepararon cinco medios nutritivos. Como se muestra en la
tabla 7 se us6é medio MS sin adicion de fitohormonas como control, a los medios
MS3, MS6, MS9 y MS15 se afiadieron ademés de los componentes basicos del
medio MS, distintas cantidades de las fitohormonas BAP, NAA, 2,4-D y de los dos
compuestos promotores del crecimiento vegetal generados en la Facultad de
Ciencias Quimicas de la BUAP denominados aBSS4 y aBSS12, a todos los medios
también se adicion6 1% de sacarosa, 1% de agar y 0.25% de carbén activado y el

pH se ajust6 a 5.5.

Tabla 7. Medios de cultivo empleados para la germinacién de semillas de

encinos y el establecimiento de callo.

Componente MS MSe MS3 MSS MS15
Agar 1% 1% 1% 1% 1%
Sacarosa 1% 1% 1% 1% 1%
Carbon activado 0.25% 0.25% 0.25% 0.25% 0.25%
MS 1.107g 1.107g 1.107g 1.107g 1.107g
— 66611 - 444l 444l
- 73ul — = 52l
o — 250pl 250pl o
ot ot 25pl 25ul -
- — — — 100yl
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V.V. Germinacion de semillas de encinos

Unavez que las semillas se desinfectaron, fueron puestas en frascos con los medios
gue se prepararon de acuerdo con la Tabla 7, por cada especie de encino se colocé
una semilla por frasco y 10 frascos por cada medio, adicionalmente como una
condicion control se colocaron semillas en cinco frascos que contenian medio MS
sin reguladores del crecimiento vegetal los frascos fueron sellados y colocados en
una camara de crecimiento vegetal en condiciones de 16 horas luz por 8 de
oscuridad y 25 + 2°C por 30 dias.

Los cultivos se revisaron periédicamente para evaluar el desarrollo de plantulas, asi

como la presencia microorganismos contaminantes.

V.VI. Siembra de explante para Induccion de callogénesis

Después de 30 dias, cuando se habian desarrollo plantulas con hipocaétilos, raices,
tallos y hojas, se tomaron para ser segmentadas y puestas en frascos con medios
MS3, MS6, MS9 y MS15, los frascos fueron sellados y colocados en una camara de
crecimiento vegetal por 30 dias en condiciones de 16 horas luz por 8 de oscuridad
y 25 + 2°C.

Los cultivos se monitorearon periddicamente para evaluar la induccién de callo y

detectar la presencia de microorganismos contaminantes.
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Diagrama 1. Pasos realizados desde la inocuidad de las bellotas hasta la produccion de callo (ElaboraC|on propia

realizada mediante BioRender, 2024).
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VI. Resultados

VLI. Germinacién in vitro de semillas de Q. laurinay Q. calophylla

Para evaluar la germinacién de las dos especies de encinos se sembraron 40
semillas de Q. laurina 'y 40 semillas de Q. calophylla en frascos con los medios MS,
MS3, MS6, MS9 y MS15 depositando una semilla en cada frasco y 10 frascos por
cada medio, ademas de cinco semillas de cada especie en frascos que contenian

medio MS sin reguladores del desarrollo vegetal, usado como grupo control.

Después de 30 dias de incubacion en medio MS, las semillas de ambas especies
de encinos no germinaron o se indujo el desarrollo de tejido, indicando que esta

condicion y medio no resultaron los optimos para la germinacion (Grafica 1).
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Grafica 1. Tiempo de germinacién y desarrollo de plantulas de las especies de
encino Q. laurina 'y Q. calophylla. Después de 30 dias no se observo la germinacién

de semillas en el medio MS y, por consiguiente, tampoco la formacion de plantula.
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En el medio MS3, el 50% de las semillas de la especie Q. laurina (Tabla 8), lograron
la germinacion a los 12 dias y a los 24 dias (Grafica 1), se observo el desarrollo de
plantulas (Figura 2A); mientras que solo el 40% las semillas de Q. calophylla
germinaron en este medio (Tabla 8), a los 14 dias y a los 27 dias (Grafica 1), se
observo la formacion de plantulas (Figura 3A). Después de la germinacion, el medio
MS3 indujo principalmente la proliferacion de tejido radicular y en ambos casos la

altura de las plantulas fue menor a 2 cm.

El medio MS6 indujo la germinacion del 80% de las semillas de Q. laurina (Tabla 8),
a los 12 dias de incubacion y a los 21 dias (Grafica 1), se observo el desarrollo de
plantulas con hojas verdaderas (Figura 2B), para Q. calophylla la germinacion del
80% de las semillas se observé a los 14 dias (Tabla 8), y el desarrollo de plantulas
de aproximadamente 3 cm (Figura 3B), se observé a los 24 dias (Gréfica 1).

El medio MS9 indujo la germinacién del 60 % de semillas de Q. laurina (Tabla 8), a
los 12 dias de incubacion y la formacion de plantulas se observé a los 14 dias de
incubacion (Grafica 1), mientras que para la especie Q. calophylla, el 50 % de las
semillas (Tabla 8), germinaron a los 14 dias de incubacion y el desarrollo de
plantulas se observé a los 24 dias de incubacion (Grafica 1). En el caso de ambas
especies se observaron plantulas de aproximadamente 4 cm de altura con hojas

verdaderas (Figura 2C y 3C).

Finalmente, el medio MS15 indujo la germinacién del 80 % de las semillas de Q.
laurina (Tabla 8), a los 5 dias de incubacion y 12 dias para observar el desarrollo de
plantulas (Gréfica 1), de aproximadamente 5 cm de altura con hojas verdaderas
(Figura 2D), mientras que el 80 % de las semillas de la especie Q. calophylla (Tabla
8), tardaron en germinar 7 dias y en desarrollarse como plantulas con hojas
verdaderas (Figura 3D), tardaron 14 dias (Grafica 1). Este resultado indico que el
medio MS15 fue el que indujo junto con el medio MS6 el mayor porcentaje de

germinacion, pero acelerando el desarrollo de plantulas.
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Tabla 8. NUmero de semillas y porcentaje de éxito en la germinacion de las

especies de encinos Q. laurinay Q. calophylla.

Quercus laurina Quercus calophylla
Clave del medio - -
semillas o semillas o
germinadas = germinadas 5
Ms 0/5 0 0/5 0
MS3 5/10 50 4/10 40
MS6 8/10 80 8/10 80
MSS 6/10 60 5/10 50
MS15 8/10 80 8/10 80

Figura 2. Desarrollo de plantulas de Q. laurina a 30 dias de incubacion en A.
medio MS3, B. medio MS6, C. medio MS9 y D. medio MS15.
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E|
Figura 3. Desarrollo de plantulas de Q. laurina a 30 dias de incubacion en A.

medio MS3, B. medio MS6, C. medio MS9 y D. medio MS15.

VLII. Generacion de callo a partir de explantes de Q. laurinay Q. calophylla

Una vez lograda la germinacion de las semillas de encinos y el desarrollo de
plantulas, estas fueron tomadas y seccionadas para ser colocadas en los cuatro
medios de cultivo, en el medio MS3 se observé la formacién de callo de Q. laurina
en un 44.4% de los explantes (Tabla 10), a los 20 dias posteriores a la siembra
(Tabla 9), y para Q. calophylla el 41.7% de los explantes (Tabla 10), indujeron la
formacién de callo a los 23 dias posteriores a la siembra (Tabla 9). En el caso de
las dos especies, los callos fueron compactos, no clorofilicos, de coloracion
blanquecina-amarilla y de hasta 3 mm (Figura 4).
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Figura 4. Vista al microscopio de callos a 30 dias posteriores a la siembra de los
explantes. A. Callo en medio MS3 de la especie Q. laurina, B. Callo en medio MS3

de la especie Q. calophylla.

En el medio MS6 se observo la formacion de callo de Q. laurina a los 16 dias de
siembra (Tabla 9), en el 85.7% de los explantes (Tabla 10), y el 82.9% de los
explantes de Q. calophylla (Tabla 10), indujeron la formacion de callo a los 18 dias
de incubacion (Tabla 9). En ambos casos se generaron callos compactos, no

clorofilicos de 6 a 8 mm (Figuras 5).

Figura 5. Vista al microscopio de callos a 30 dias posteriores a la siembra de los
explantes. A. Callo en medio MS6 de la especie Q. laurina, B. Callo en medio MS6

de la especie Q. calophylla.
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En el medio MS9, el callo de a partir de explantes de Q. laurina se gener6 a los 17
dias de siembra (Tabla 9), en el 79.4 % de los explantes (Tabla 10), los callos fueron
parcialmente friables, clorofilicos y hasta de 6 mm (Figura 6A). Para Q. calophylla,
el 72.4 % de los explantes (Tabla 10), indujeron la formacion de callo a los 20 dias
posteriores a la siembra (Tabla 9), los callos obtenidos fueron parcialmente friables,

no clorofilicos y desarrollaron oxidacion parcial (Figura 6B).

Figura 6. Vista al microscopio de callos a 30 dias posteriores a la siembra de los
explantes. A. Callo en medio MS9 de la especie Q. laurina, B. Callo en medio MS9

de la especie Q. calophylla.

El medio MS15 indujo la formacion de callo en el 84.8% (Tabla 10), de los explantes
de Q. laurina a los 16 dias posteriores a la siembra (Tabla 9), generandose callos
compactos, clorofilicos no mayores a 3 mm (Figura 7A); para Q. calophylla se indujo
callo en el 82.9% de los explantes (Tabla 10), a los 19 dias posteriores a la siembra
(Tabla 9), estos callos fueron compactos, no clorofilicos con un poco de oxidacion y
no mayores a 3 mm (Figura 7B).
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Figura 7. Vista al microscopio de callos a 30 dias posteriores a la siembra de los

explantes. A. Callo en medio MS15 de la especie Q. laurina, B. Callo en medio

MS15 de la especie Q. calophylla.

Tabla 9. Tiempo de generacién de callo a partir de explantes de Q. laurinay Q.

calophylla

Clave del medio

Quercus laurina

Tiempo de induccion

Quercus calophylla

Tiempo de induccion

del callo del callo
Ms3 20dias 23 dias
MSse 16 dias 18 dias
MsS 17 dias 20 dias
MS15 16 dias 19 dias
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Tabla 10. Generaciéon de callo a partir de las plantulas germinadas de Q.

laurinay Q. calophylla

Quercus laurina Quercus calophylla

Clave del

medio Fragmentos Callos Fragmentos Callos

de tejido generados

de tejido generados

MS3 18 8 44.4 12 5 41.7
Mseé 42 36 85.7 35 29 82.9
MSS 34 27 79.4 29 21 724
MS15 46 39 84.8 41 34 82.9

VII. Discusién

De acuerdo con la CONAFOR (2020), los ecosistemas boscosos representan el
24.8% del territorio nacional y aunque no se cuenta con datos recientes, estos
bosques presentan algun nivel de aprovechamiento (SEMARNAT, 2017), que de
forma indiscriminada ha puesto en riesgo el equilibrio del medio ambiente
(SEMARNAT, 2022; Milo, A., 2023), no obstante, la silvicultura ha generado
propuestas para mitigar el efecto de esa explotacion (CONAFOR, 2015; INIFAP,
2023; UNDP, 2024), por ejemplo, la propagacion de especies forestales para la
reposicion de los recursos sustraidos (Werden, L., et al., 2020), pero estos procesos
pueden ser lentos y usar una gran cantidad de recursos, otra alternativa es la
micropropagacion o cultivo in vitro de especies vegetales (Btonska, E., et al., 2022;
Ye, W, et al., 2022; Box, O., et al., 2023; Ciaffi, M., et al., 2018), sin embargo, en el
caso de los encinos, que a pesar de ser un grupo forestal relevante ecoldgica y
econdmicamente (Nixon, K., 2006), su propagacion ha resultado dificil debido a la
perdida de bellotas por herbivoria, enfermedad o plaga y por lo recalcitrante de sus
tejidos y semillas (Valencia, S., 2021), siendo la germinacion de semillas en maceta
una de las estrategias mas exitosas (Rodriguez, M., 2021).
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En este trabajo se planted generar el cultivo de callo de los encinos Quercus
calophylla y Quercus laurina, pero aunque se ha logrado la propagacion de encinos
utilizando tejidos como yemas, embriones, segmentos nodales de tallos (Favre, J.,
y Juncker, B., 1987; Manzanera, J., y Pardos, J., 1990; Schwarz, O., y Schlarbaum,
S., 1993), plantulas (San José, M., et al., 1990), brotes (Chalupa, V., 1993), nudos
cotiledonales y embriones (Purohit, V., et al., 2002a; Purohit, V., et al., 2002b;
Vengadesan, G., y Pijut, P., 2009), tubos peciolares (Tamta, S., et al., 2008), entre
otros, el establecimiento del cultivo in vitro de callo de encinos ha sido poco

implementado.

Los resultados de este trabajo mostraron que después de llevar a cabo el proceso
de limpieza y esterilizacion de las semillas de encinos, y ser colocadas en los medios
gue se prepararon, el medio MS no fue suficiente para inducir la germinacién de las
semillas aun después de 30 dias de incubacién, mientras que se ha reportado que
para semillas de otras especies vegetales este medio es suficiente para inducir su
germinacion (Diantina, S., etal., 2020; Agrawal, T., y Quraishi, A., 2024; Kaladharan,
S., et al., 2024), Las auxinas y las citocininas, han sido empleadas desde hace
tiempo en el establecimiento de cultivos vegetales (Redhwan, A., et al., 2023;
Sarhang, M., et al., 2023), por ejemplo, las auxinas 2,4-D, NAA y la citocinina BAP
han sido usadas para inducir la germinacion de semillas, (Hartmann, H., et al., 1975;
Kucera, B., et al., 2005; Moradi, K., y Otroshy, M., 2012; Dissanayaka, N., et al.,
2015).

De igual manera, en este trabajo se pudo apreciar el efecto de este tipo de
fitohormonas en la germinacién de las semillas de las dos especies de encinos
siendo el medio MS6 al que se adicion6 BAP y NAA en el que se logro la
germinacion del 80 % de las semillas de Q. laurina a 12 dias de incubacion y 14
dias de incubacion para Q. calophylla (Grafica 1). Adicionalmente los compuestos
aBSS4 o0 aBSS12 desarrollados en la BUAP (Zeferino, R., et al., 2015), mostraron
un efecto en la germinacién como ha sido probado por Rojas, H., (2015), con

semillas de orquideas, en este trabajo el medio MS3 adicionado con 2, 4-D y el
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aBSS4 indujo la germinacion del 50 % de las semillas Q. laurina en 12 dias y el 40
% de las semillas de Q. calophylla en 14 dias, mientras que el medio MS9
adicionado con BAP, 2, 4-D y aBSS4, indujo la germinacién del 60 % de las semillas
Q. laurina en 12 dias y el 50 % de las semillas de Q. calophylla en 14 dias, pero el
medio MS15 adicionado con BAP, NAA y aBSS12, indujo también un 80% de
germinacion de semillas pero en cinco dias para Q. laurina y siete para Q.
calophylla. Este resultado permite concluir que los medios MS3, MS6 y MS9 inducen
la germinacién en los mismos lapsos de tiempo, aunque el medio MS6 induce el
mayor porcentaje de germinacion, no obstante, el medio MS15 también indujo el

80% de la germinacion, pero en un tiempo menor.

Para la induccion de callo se usaron los mismos medios empleados para la
germinacion, pero cabe sefalar que, aunque en el laboratorio se han probado otros
medios con otras combinaciones de compuestos, los medios presentados en la
tabla 7 fueron los que en comparacion con el medio MS promovieron la germinacion
de las semillas de las dos especies de encinos y la generacién de callo, la cual se
pudo apreciar en los cuatro medios probados (MS3, MS6, MS9 y MS15), no
obstantes los explantes puestos en el medio MS3 tardaron hasta 20 dias para Q.
laurina y 23 dias para Q. calophylla en generar callos compactos no clorofilicos, en
menos del 45% de los explantes (Figuras 4, 5, 6 y7), esto puede deberse a que aln
en presencia de las fitohormonas, el tejido se mantiene viable, pero el estimulo no
es suficiente para inducir el desarrollo del callo como ha ocurrido en otros estudios
en donde incluso la formacion de callo es considerada como algo secundario
(Purohit, V., et al., 2002b).

Por otro lado, en el medio MS9 en el que el 79.4 % de los explantes de Q. laurina
generaron callo en 17 dias y el 72.4 % de explantes de Q. calophylla en 20 dias,
mientras que los medios MS6 y MS15 indujeron callo en mas del 82 % de los
explantes de Q. laurina en 16 dias y Q. calophylla en 18 y 19 dias (Tablas 9y 10),
sugiriendo que las auxinas y citocininas juegan un papel importante para el

establecimiento del callo (Rodriguez M., y Tempe J., 2017; Gerszberg, A., et al.,
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2015; Rodriguez, M., et al., 2014; Martinez, N., et al., 2013), particularmente cuando
se usa BAP y NAA como lo muestra también San José, M., y cols., (2010), no
obstante, la adicién del compuesto aBSS12 permitié acelerar el proceso de
callogénesis, y aunque este compuesto no se ha probado como promotor del
desarrollo de cultivo de callo, esta familia de compuestos han mostrado en varias
ocasiones una mejora en el desarrollo de las plantas incluso como atenuadores del
estrés (Zeferino, R., et al, 2015; Cruz, E., 2015; Rojas, H., 2015; Susano, E., 2019;
Robles, K. del C., 2019; Santos, 1., 2019), por lo que este resultado propone que el
medio MS6 y MS15 son los mejores para la induccion de callo al menos para las

especies de encinos usadas en este trabajo.
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VIIl. Conclusiones

Los resultados de este trabajo permiten concluir que:

1. La estrategia de limpieza y desinfeccion empleada permitié establecer

los cultivos en condiciones axénicas.

2. Se disefaron y establecieron cuatro medios nutritivos en los que se
pudo probar la germinacion de semillas y callogénesis de Q. laurina y Q.

calophylla.

3. Se logro inducir exitosamente la germinacion de las semillas de los
encinos Q. laurina y Q. calophylla, siendo el mejor medio el MS15, y se

propone probar la germinacion de semillas de otras especies de encinos.

4. Se pudo inducir la callogénesis a partir de explantes de Q. laurinay Q.
calophylla, siendo los medios MS6 y MS15 los mejores para la induccion

de dicho cultivo.

Este proyecto de tesis propone una alternativa poco explorada para la propagacion
de las especies de encinos Q. laurina y Q. calophylla las cuales pueden tener
aprovechamiento silvicola, y puede ser probada o adaptada en otras especies

forestales ademas de los encinos.
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X. ANEXOS

ANEXO 1. Identificacion taxonémica provista por el Herbario del Jardin
Botanico Universitario BUAP.

Dr. Carlos Alberto Contreras Paredes
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales
Herbario y Jardin Botanico

Benemérita Universidad Auténoma Puebla
PRESENTE

Por este medio reciba un cordial saludoy asi mismo aprovecho la presente para entregarle
la identificacion taxonémica del material herborizade recibide, cuya identificacion fue realizada
por el curador MPhil Allen James Coombes, siendo la siguiente:

Nombre Cientifico Familia i

Colecta.
Quercus sartorii Liebm. FAGACEAE 87498 / 1 RISP.
Quercus sartorii Liebm. FAGACEAE 87498 / 2 RISP
Quercus laurina Bonpl. FAGACEAE : 87495 / 3 RISP
Quercus sartorii Liebm. FAGACEAE 87494 ] 4 RISP
Quercus obtusata Bonpl. FAGACEAE 87496 / 5 RISP
Quercus calophylia Schitdl. & Cham. FAGACEAE 87497 16 RISP

Sin méas por el momento, agradezco su atencidn. yireitero a usted:la seguridad-de-mis
consideraciones.

Atentamente
“Pensar Bien, Para Vivir Mejor”

Director
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