1HSTITUTO SUPERIOR DE CTIENCIAS AGROPECUARIAS
ESCUELA DE PRODULCION VEGETAL
RECURSOS CERETICOS HICARAGULNSES
CEPARTAMINTO BE CORSERVACION

TRABAJO DE DIPLOMA

INTRODUCCION A LA YECHICA
DE
CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

Poe
JOBE DOLORES CISNE CONTRERAS

Presentado a ta conslderacion del Honorable Tribunal Examinzdor
como requisito final para eptar al grade de IMGENIERO AGRONOMO.

Direccidn de !nvestigaciéﬂ Y pOSt-graus
( G.LED



CONTENIDO

PRESENTACIUN

INTRODUCCION

ot

TECNICAS ¥ PRINCIPIDS DE CULTIVO DE TEJIDUS

2]
=

Capiltulo

QQFINICIQNES R oM W oW K AR EE W.m MW RN E R W ER & RN RN
Crecimiento OFQanizado secersacsrnranannacs
Crecimiento DesorganizZadd ccrsvveassprnesnns
TIPOS DE CULTIVOS DE TEJIDOS DESORBANIZADOS
Cultivo de calld cuiwrarsssvavassmassnsnanas
Cultivo de ProtoplaAStos cveicnvesrasns s
SUSPENSIioNes CelUlaAr S civusanvvmansnsosoe
TIPOS DE CULTIVO DE TEJIDOS (URGANIZADUS ..
CUItIivos 8 HYAANDSE s escerernsws s nwnenusan
Cultive de emDriones c.ccsnecrmrascszsnnas
Cultive de anteras O POLlarn . evessssnsinanis
MORFUOBENESIS ccvnmcunranenvavasnnnawirssmnns

¥
[ 2

AN B AR SR AN E NI N S

[ 2N R R
L d " .
e

® 5 K ¥ 8
[ ]
b3 Byt 00 b)Y e

el T I ST = T A P
DB E DL NR RN -~

.1l Oraanconesis DIrecta scecessvassvrennnanun

3.2 Organcatnesis Indirecta covvscvsscornenunas

" EMEBRIOGENESIS SUMATICA v irsasanssavsvssursanses

LS. Embrioddnesis Uirectad  sevewssvuvrsavsxnane 10
>

Embriogenesis Indirettad ceiciverminanminwsa 14

Capitule I1I. FACTURES QUE AFECTAN MORFUGENESIS Y CRECI-

HIENTU R KR WO RN W X RN Y W R B R RN R ETF N EE RS RSN E iq

GENGTIPQ M R R I o N T N 13
SUBSTRATO «vvvevesnnnncsvascvnsosnnnneanns 13
Macronutrient®sS ccevenscasinscsnavrsnsasnes 1D
ﬂiﬁrmﬂﬁtriEnteg ol W om W MR E R R B W EE B RS RN R W R & 16
Vitﬂmiﬂag T E R E E R R e “ e R R RN 1?

kS

AMLMOBCLIOOSE v earsnsinsnasnEnnsnsisswewnnss 18
Azﬁcar Tl R R R A N A SR I R A I IR R IB
Agua ninnc&qs;uq.umo-m-n-'v;a#vnﬁt-nwmitnﬁ 19
Reguladores de crecimiento c.vssracsassnes 19
Carbin ActivadD savrssnnsrsosnasusswnssnnsss 27
PH del medld ceccsvsrsssrevnroninasnsnsexs 27
Acentes Huelalos veesssssnsinassnonsssvssa &F
Agentes S5olidificantes ... vsecnescnvnccnes 27
Suplementos NS definidos .sasvessscersesssea 28
AM&IENTE R Al L N I R R B I 38:
TEMPETrSEUT S s e s m s n s susvramessosxsesasesieeen =
ﬁumedad P I I . L L S I B RN A A B I W N 2

A

3

E ) * [ L3
o

* £
]

*
FAROEORORON N NN VN SR ARSI U AR SN S

o s L O N R LR

B

*
"

* ¥ 3
L L]

=

¥

L]
*

L]
L

*
]

S

*

Luz R OE N N Rk MK R R S R A SRS RE e R YRS kR R KRR

FACTORES (QUE DEPENDEN DEL TEJIDO v.vvecans

*
¥

BRI BRI B R R BRI R R R RY B B R B B

*
r



Capitulo. Iil. APLICACIUONES DEL CULTIVO DE TEJIDOS 33

SANEAMIENTQ DE VIKDSIS A TRAVES DJEL CULTIVO
DE MERISTEMAS v iueevnvsnvasnnsosnmnssansrsmns OO
ESTUDIG DE La INTERACCIGN HUESPED PATUBENG 36
INTERCAMERIO DE BERMOPLAEMA ..vvnsvvsssncasn 37
PROPAGACION CLONAL sacscavvvoncrscacnssans a7
Estadns de la micropropagaci®in weeeesoeres G
APLICACTIONES EN EL MEJORAMIENTO GENETICU . 373
tibtencidn de mutantes a partiv de cklulas
L T SRR - o = R L L R L ST R w3

3
*
Fa

WWLWLW

L0 Eo b U
-

.
i

F.5.7 Fusisn de Protoplastos .cessssdnensesvaonss i
3.5.3 Cultivo de @mbylones sevsasevasssensescaes 45
3.5.94 Cultivos de plantas haplolde co-secaeverrns iy
3.6 CONSERVACION DE GERMOPLASMA «.uversancnass 47
3.6.1 Método de crecimients continud c.cecesseaa-a S5
M. G.e R MEtodo de CriopreservaciBn seessscscensane 48
S3.6.3 Metodo de conservacibn "in vitrod por li- _
mitacibn de crecimiento a tasas minimas .. <48
3.7 PRODUCCION DE METAROLITOS SECUNDARIOS..... 99
Capftuls IV LABORATORIO 50
4.1 DISPOSICION ESPACIAL DEL LABORATORIO ... 5O
4.1.1 Area para elaboracidn del medio .ccsevnaan 50
3.1.% Cuarto de transTerencia .ccsdeevevnsrascnsn ¥
3.1.3 Cuarto de creciMientd csesessssssesnsnaven o6

L N CRISTALERLA INSTRUMENTAL Y EQUIPD (u.vvena &0
3.7.1 Cristalerla woseesrecsssavensnracssuncnrns GO
G.T.2 INSETYUMENEA]l sseccenrenasninosnssnaennsnss Gl
4. 3. OPERACIONES DE SIEMBRA Y RECULTIVOS «x.... &3
4. 4. PERSINAL v vvemncssenrnsasssunsmmnnanswaessss &6
4.5 PREPARALCION UEL MEDIO DE CULTIVO. .. viwesew &7
4.5.1 Alterpativa para preparacifn del medio.... &7
4.5.2 Preparacidn del medio DasSa&lessversanrnases 6B
3.5.% Preparacidn de reaquladores de crecimiento &9

CBNCLUSIDN 'u'c:-s'-Iln'-‘----'-aau‘-ﬁ'u.--_--ﬂu"sulll'p 71
B:ELIDGRAFE“ --_c_--v-un---'---tﬂ-aa--l--nb-ua:-y 72

GLOSARIO WOR W R e W E s o RN R E R R N RN R R R ER NN NN TR 78



PRESENTACION

ante la imperiosa necesidad v debey de 1rnos apropiando  del
conocimiento tecnaldaica v cientifico para ponerlo al servicio de
1a tlase obrera,. cemstituida por lag sectores mads  humildes v
dignos de este histdrico pals que constituye el alma v nervia de
Za_ revolacihn, es gue nos hemens avocado a la ardua v difficil
tarea de elaborar uan texto introductoris a la tdcnica de cultivo
dé e jidos, avanzada en 21 desarrollo de las ciencias bioldqgicas
v umbral del enmaraflado mundo de la bigtecnnloala € ingenieria
genética.

Nuestro texto esthk dirigide mhs estrechamente g} los
estudiantes de educacidn superior, profesionales y ténicos que
tienen como base de trabaj)o e investigacidn el reino vegetal,
sobre todo las especies cultivadas.

Para dar inicio a la slaborcidn del texto nos planteamos
primeramente definir la funcitn gue cumplivia el texto vy los
objetivos  primarios,; tos cuales los abordamos dentro gel  marcos
que se presenta a continuacid:  hacer Un. eshozo del  desarvoallo
histérico del cultivo "in vitro™; dar a conccer la terminoiogla vy
metodologia empleada en la téonica de cuitive de ta jidos
vegetales, presentar las principales aplicaciones vy de esta forma
hacer posible el emplec por investigadores de otras disciplinas o
investigadores gue laboran en la misma &reay en la resoslucibn de
problemas aque son difliciles o hasta impasible resodliver a traves
gde otras técenicas: expaner los factares principales que hay que
tomar  en cuenta al hacer uso de la té&ohica v plasmar de una
manera aeneral 1los elementos v factores a tomar en cuenta en la
construccibn vy funciochamiento de un laboratorio de cultaivo de
te jidos.

Una. ver establecidos los objetivos primarios se definid  la
forma de chdmo estructurar la obra v coms abordar cada uno de 1o
temas que acogibzemos en esta. Cownir podrl notar el lector, esta
se estructurd de la siguiente manera: una introduceitn a la
técnica del cultivo de tejidos mediante la descripcibn del
desarvollc histbrico del cultive de tejides y los eventos
tbécnicos vy tientlficos mhs relevantes: cuatro capitulos:s capitule
) en el que se define brevemente cada una de las tékonicas
desarrwlladas hoy en dla y términos de uso frecuente, caplitulo
11, donde se abordan los fagttores a través de los guales se puede
manipular el tipo de crecimiento vy la formacién de ASrganos
{tallw, ralz etc.) “in vitro, capitulo I1I, se abordd de una
manera general las aplicaciones précticas gue ofrece la téconica vy
un IV capltuls, en el que se dan algunas ideas asnerales sobre la
construccidn vy organizacibn  de un laboratorio de cultivo de
te jidos vegetales. Asi mismo la obra presenta un  listado
bipbliografico que permita al lecyor ahondar sobre temas



especifticas . Al fTinal de nuestra obhra se presenta un glosario
con una serie de tBrmings ge s han venids incorporandoe en el
transcurso del desarrollo del cultivo de tejidos,

Toade esto gque nos planteamos desarrvrollar en ewste texto se
fundamenta en consultas biblicqrificas, 1a cual en sy mayoria
reza en inglés, siendo escasa dicha literatura en espahol, vy en
ios dos  ahos de experiencira gue hemos tenido en el constants
trabajo para crear v desarvrallar dicha técocnica en &) Avrvea de
conservacidn, del FPrograma de Recursos Genéticos, Instituto
gsuperior de Clencias Agropecuarias.



INTRODUCCION

2g una tdocnica gus
SEFETR BN 1A Ljlamacs
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El cualtivo P"in vitro™ g8 rveirdos veaostale
ze ha fesaryol Ladd hacs pooos anong v o ous a2 3
Symyiucitn bhistdharcar o se esth veritl
cientifion. CB0100 & 0B Oranogss avances ous
iz bictecnoliooia en los Litimos 20 abos.

Mo 3o

El ¢ultive o ftejidos o cultive "im vitve®, seghn coms e

grncuentra en literatura. we hava involuycrado hov o dia an
diferentes ramas d2 ia investiaoacidn  an los cambos 02 la
produccidn veastal. produccidén oe metabolitos, piooguimica,

figicioala v ocendtica de las piantas v es ademés una téconioa
afirmada para 1la propagacidn cinpal rvaApida oe plantas con fines
comerciales. La expresidn "in vitro" geriva del latin v sianifica
en vigrio, pe debids al necho ous log cultivos se bhan erectuado
desde 21 comienzo v hasta ahora on recipientes de este material v
afin  cuands  se utilicen contensedores diferentgs.oor  8EmMpls 28n
plhstico, s sioaue utilizands la expresidbn "in vitrod.

{os origenes del cultivo OB te 1d0s se nusden individusr 2n
jos estudios de los broidoos entre el Tinal del si1olo pasaon v @l
Comiensa Ol actull ahin rasnno Ses orTioil OetSymiInay ub Dunto
de partida. 1MDoriantes AATeCSoSRTeSs B8 FemoNTIn A inpUsisol atos
@ OuMe SR C1BBRO)Y v Kt Crodeil s LANLY LOMAFG Vv &LSiAVon Lae

gsubstancias mas AIMDCFTANTEE SOI0PrRiias ) o L& PEAantas. B
vixiwvids real entoness la Dosibliidai Of Cuitivary Drantas. en un
modiac artificial ooe sugminirstrasg foads o nutrieniss, EL

resultado de estas  observaciones fue ia elaborvacidn do A
solucafn ge  KpNOP, smoleada hasta la ftecona v oue 2 usdh  Como o
components  base de 1os medios de culfivo. YA BN SEe Tismos 1os
bidlooos hablan intuirds v acuMaods i concents de totipotencia g
las c&lulas vegetales (MORGAN, 193011 o sea de la capacidad oue
tiene cualowier ce&lula venetal. en oondlciones  adecaadss  oe
regenerar un ordanisms complieto. )

HABERLANDT (190%) vealish experimentos os cidltive de cdinlas
del mesdfilo foliar oe “"Tradescantia" en medin artificial. El
cbhsarvd 2l  crecimiento de una masa amorfa ae c&iulas
indiferenciadas aue llam® calla, definicidn ons adn s mantiene.

En 1'934 WHITE, demastrd la posibilidad de culfivar tan &wito
Arganos vegetales. urtilizando i sus experimentas  ralces de
Licopersicum escuientum.

) Desde esta fecha hasta los @Mos 19590-60 s  han  sucedido
muchas oruebas de cultivo de diferentes partes de piantas en
meding artificiales, contievando esto a indudables avances sn la
tbenicas Skoog (194493 descubrid Jads cualidaces nutricdionales oel
AQUA T8 Torto, SEo0g v MLILerY Lighsd avanEaran LE hanhTesr s os Ous



la iniciacifn de Talios v rafces en callos  cwitavados., ooalan
ser reaulados Doy FaEnons 92 Suxinas v ELTOCININas. Fero ain
embiran Ffueron escasss los rosultadges en la aiyfersnciacibn Min
vitro® de teiidos v oen la reaenaracadn,

La teoria de 1a toLinotanils Tus cantirmana syperanentaimants
poy DYimera vez por jrs experimentadores Stewart (1958) v Reinert
{13590 Ime cualed. ssparadamentea. IoOraron reosnEray una planta

eompleta & partir dei caltive ae céinlas asl Tiosma SenanRY Lo 80

ranahoria.

El estudio ouia on &1 modermns fultive e TE TradaE e SRy
embar ad. ia pubilicacibn ge PUIEaBrlle v Seenn ast el sonre e
creciMisnto o8 CAL1l0 &N Cuitlivn 08 TADHROD. FAYT LMD R OeDuURTIRS
perciones g mesdETLLo FOLIAY v SSC010NSE 06 TR L0, OO Ieron TR
sarie OF SSTunlos SO0FE La ooposicidn del Mo SO rESnOnnIente
a la velocidad mixima o8 Jrecaimiensa deil oxild.

Tomands 8n cuenta estunios precedentss DErtectaonaron un
medin de culbtiveo Aptimo para i crecimisnto de calto ae  tapaoo
ague todavia se dtiliza, con peoesfas modifloacionss,  en muachos
tipos de Cultivo pavs uana aran variedan de aspecies vegetales.

Lo mismos aubtGres,variands et medioe ae cultive v las
hovy oo nas, sycesivamente lograron regenerar aesde una céluia aes-
diferenciada el callo una olanta comoieta. CeMISTranTs Sin duda
1a validez de 1l& teoria de la totipotencia felular. postulada por
MORBAN en 19301,

& parftirv de esta publicacidn se intensificaron los estudios
relativos al efecto die la composicidn del medio de cultivoe sobre
el tipo de crecimiento v sobre  todo 1oz efectos v ias

interaceisnes de los reguladores de orgcimiento. .

Alreasdor ds loe afos 7o, sotve togdd por beg estodios o
Morel sobre la oropaogacibn de orouldea. 88 evicdenciaron las
posibilidaces de aplicacidn practica del culnivo de ferjido en la
propagacidn  veogetal, . demostrands la posibilicgad de orodaolr an
rhimero AT ae. plantas. respectn 3 isms metoadaiont as
tradicionales v en un L1emmms menoy.

Hov & ala casy Eo0og fos palses a8 Euroma. Anla v amdyriox
aristen laboratoraics oue O una o ofra mansgra trabaan en gL rve
tie tericios.

En el campo de 1a propagacifn fionai la aptroouocidn o= ia
MACrapronanacibn i witvralt, asi depominada por las  reduacldas
dimenciongs del matsrial op partida o S¥plante.  na 5100 un&
verdadera revolucidn. vesoiviends el pyosblems de 1a provacgacidn
da muthas esperiss cus siempre habla saido divical.

Se considgera tambadn hervamients bheica 8n 1A oroteocnaloola
o sea en tordas las posiblies utiliraciones de MLIrDOYOaAnismMOs 0
c&lulas e=n la produceidn ge metabrlitos v o en ta wiilizacidn o8
reacclsnes biroagulmicas. Se s#ntisnde ta wmoDortancia o8 SEAs



ténicas cuando se considera que el 40% de los productos
consSumidons Dor 21 pMRoYe SoOn 06& Dl oen broldoLon,

Eg A0SMAS UNA tHRCM1IL2 08 LSO DD LTEO0 A0 1as LNVESRTLAATIONeS
de inoenisria genética acerca de fa posiollxdac O InTerveniy en
el patrimonin osfdtlicd BN omanera gairigrda. DAY B TEMD .ﬂﬁh
manipulacionss o8 ORNDES, al _caﬁt?avla o= 1as meRToraolacgias
tradicionates aue actdan gistratando de ia vavriapriiaad naturail,
a io cual debe seouivy uns tasse oo svaliuvacihn para reconoceyr
avantuales Individuos Dromisovins.

En el cuagra mundial se puane relevar oue  Ia orapaaciIsn
clonal =2 lleva a capo oT S mAavoy m&rte_ en Labmratqumﬁ
privados  gue comercialigan las plantas  oon finegA iuCFa§1VQ$.
siende #&sta va una tdonica qe_armdutéian inuustrial, gue 2n
muchos cultivos ha pasados va su fazse esperimental. i

ftas aplicaciones mAs sofisticacas, covne 1as vefersntes & 1a
ingenieria aengética v a la produccitn de metabolitos. se encugnw
tran en un estadio inicial v son efectuadas en laboratorios
universitarios o de otras institucionss phblicas v arivadas gue
sigquen investiogando en pAsgusda de otras pagibles utalizaciones.



CAPITUWLO I

TECNICAS Y PRINCIPIOS DE CULTIVOS DE TEJIDOS

Para apreciar todas las posibles aglicacionas 'y pogibilidades
que ofrece el cultivo de tejidos, es necesario antes de todo
definir la terminologla especifica que ha ido desarrollhndose
acorde al perfeccionamiento de la metodoloala de esta nueva
técnica.

En aste capltulo nos proponemos describir principios,
tE&cnicas vy terminologla que s& han desarrollado hasta ahora en
relacibn al aislamiento vy cultivo aséptico de material vegetal.

.1 DEFINICIONES.

. Con la palabra vgxplante" se indica cualquier parte de planta
gue se siembre en condiciones de asepsia.
Cuando s&e siembra material vegetal en medio de cultivo
pstéril se pueden verificar dos tipos de ctrecimiento:

1.1.1 Crecimiento Organizado: Ocurre cuando partes organizadas de
plantas como puntos de crecimiento de tallos o ralces, yemas
florales, frutos pequehos y embriones transferidos a medios de
cultivos estériles pueden desarvollar sus propias estructuras, Vv
cuando se forman estructuras organizadas partiendo del cultivo de
te jidos desorganizados. El procedimiento de formacidn de drganos
“in vitro* se llamar& organogénesis o morfogénesis.

1.1.2 Crecimiento Deseorganizado: Este +tipo de crecimiento
raramente se encuentra en la naturalezaj; a veces se observa en
1@5 plantas en correspondencia a heridas © traumas de ~varios
tiposy gue se presentan en gstos casos Como una mpltiplicacidn
celular descontrolada gque origina una estructura desorganizada
fcallo) en la cual todas las c&lulas son idiguales ¥y s
especializadas.0Ocurre con bastante frecuencia cuarkio porciones de
plantas son cultivadas "in vitro".

Tejidos desorganizados se pueden incrementar en . volumen a
través de subcultivos vy se pusden mantener en medio sblido o
ilguido por pericdos laruos.

La expresidn "cultivo de tejidos" se usa en ambos casos, nNo
obstante,” en sentido estrecho se puede referir sblo a 1los
agregados desorganizados constituidos por células, siendo el otro
caso el cultive de estructuras que comprende mis de un tejido.



1.2z TIPOS DE CULTIVOS DE TEJIDOS DESORGANIZADOS

3.2.1 Gultivo de callo

El ¢allo es un tejido constituido -por cdlulas parenquimatosas,
coherente  pero NO organizado vy amorfo producido por una vigerosa
divisidn celular. A menudo ocurre en la naturaleza en las

lantas debido a’traumas de varios tipos, por ejemplo cortes en
el tallo o la ralz, ataque de algunos microorganissos (Braun,
19%4); atagque de insectos (Pelet et al, 1967) .

Con la técnica del cultivo de tejidos se puede inducir la
formacién de callos en Obrganos y te jidos que comunmente no
producen esta estructura (Street, 19693 .

“In vitro" el callo se inicia de pequefas partes de plantas
sembradas en medio estéril. Tejidos tlpicamente cultivados
incluyen el cambio vascular, parenquima de reserva, pericicle de
ratces, cotiledones y mesdfilo foliar (Yeoman y Macleold, 19773 .

Los reqguerimientos nutricionales para la iniciacidn dependean
del tipo de explantes. La mavor garte de los tejidos excisos
requieren la adicidn de uno o mas reguladores de crecimiento. OSe
pueden clasificar los explantes sealin gue necesiten de auxina,
citocinina, auxina mAs citocinina, extractos naturales comple jos.
Hay callos que son muy ligqnificados vy guros, ntros gque s pueden
separar en fragmentos con facilidad; con respecto al color  hay
callos amarillos, blancos, verdes, piamentados.

ta caracterlstica mas importante del callo desde el punto de
vista funcional es que de este crecimiento cabtico se pueden
potencialmente desarrollar ralces, tallos y embrioides (Hitchison
at al, 19773.

En la masa del callo se presentan centros localizados de
actividad meristematica, en condiciones oportunas es posible
lograr la regeneracidbn de plantas a partir de una o mhs células.
Un problema asociado al uso del callo es el de la citologla
nuclear de las células durante cultivos prolongados (Sunderland,
19773, puds pusden ocurrir aberraciones c¢romosbmicas, mutaciones
génicas y reduplicacidn resultando poliploidia.

La frecuencia de estos cambios varia con la composicidbn del
medio, i1a sdad del cultivoe y la especie. Cultivo de calle se ha
establecido ern plantas dicotileddbneas, monocotiledbneas,
aimnospermas, helechos y musgos.

1.2.2 CQultivo de protoplastos

_ Protoplasto es una celula vegetal privada de su parved, que
se mgntimne viable vy que en medio llqgquido asume una forma
eﬁféflﬁa como resultado de la presidn osmbtica (fig. 1). La
obtencidn de los protoplastos puede ocurrir de 3 manevas:



pompimiento mechnico de las paredes celulares.

A traves de digestidn enzimhtica, que es el mhs enpleado.

Cambinando la accidn mechnica y la enzimbtica.

Lta técnica que se esth tratando de desarrollay a partir d
este tipo de cultivo es la fusibn de prmtmﬁ}astosr la que eﬁ
ﬁequeﬁ?g pmrcegta;gs ocurre espont&naameﬁte éuranta el
aislamiento enzimAtico, se estan perfeccionando téoni ay
aumentar la frecuencia. | creas pere

ﬁasta ahQra se ha ctonseguids la fusibdn entre protoplastos de
¥a_mxsma var§edad, entre protoplastos de la misma especie (Fusién
*ntraespecif;ca), y entre plantas de pspecies diferentes Cfusid
lntgrespeclfgca). En los &ltimos dos casos cuandb se vafificalln
fusidbn de %os_ nicleos se originan células hibridas 1iamad s
hetgracarzmc&tas. Existen técnicas para individuar las celaias
fusionadas Yy para regenerar de éstas plantas completas que uszi

hibridos somlAticos.

Figura 1. Cultivo de protoplastos.
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{.2.3 Suspensiones calulares

ceélulas vegetales pueden ser cultivadas an medio liquido

aditado.‘ Genevalmente las suspensiones celulares se obtienen

transfiriendo fragmentos de callos en medio llguido que se tiene
en agitacién por todo el periodo de cultivo.

_ Aungue 5e requiera mas tiempo se puede obtener la suspansidn

a Qaftir de otros tipos de explantes, por 2 jemplo fragmentos de

cotiledones O hipocotilos. La obtencidn de una separacidn
completa vy por 1o tanto una suspensiédn de c&lulas sinqgulares es
improbable {Ingram, 1976)., Ei1 arado de dispersidn e85 muy

dependiente del tipo vy cantidad de vegulador de crecimiento,
genarglmente se puede incrementar con auxinas.

Existen 2 tipos de cultivos de cé&lulas:

-Cultivo discontinuo: en el cual las celulas se cultivan en
volamenes determinados de medios hasta gue se agoten los
nutrientes.

~-Cultivo continuo: se caracteriza por el crecimiento continuo. de
ja suspensidn celular debido a una renovacidn constante del
medio.

La reageneracidbn de plantas se puede obtener de dos manerar
directamente a partir de las cklulas de la suspensibn celular o
trasplantando c¢é&lulas sobre un medio sblido vy estimulando 1la
formacibn de ctallo del cual se tratarh de lograr el desarrollo de
plantas.

1.4 TIPOS DE CULTIVOS DE TEJIDOS ORGANIZADDS
1.3.1 Cultivos de bdrganos

Se pueden cultivar "in vitro®: ©&roanos déterminados; o sea,
que esthn destinados a tener tamathc y forma definidas <(hojas,
flores, frutos) vy sraanos indeterminados, en los cuales el
trecimiento es potencialmente ilimitado (meristemos de tallos vy
ratces). )

El._cultivc de brganos determinados se ha consegquido hasta.
ahora en pocas especies, por ejemplo en Nicotiana tabacun,

Gucumis sativus, Viscarias etc. Se ha utilizado en varios
:?:udios, por ejemplo, en la posibilidad de polinizacidn “in
¥itro Yy para determinar la influencia de los factores

Nutricionales sabre el desarvollo de las florves.
Cultgn el cultivo de drganos indeterminados se presentan el
ivo de ralces, de meristemos vy de yemas.
ra&cﬁé cu%tiv? de ralces se gatablece a partir de meristemas de
primarias vy secundaria, en muchas plantas. Ralces de

a . _
Q_Egzgl Citrus y Solanum s han cultivado poy tiempo



indeterminada. Generalmente el explante se obtiene de plantas
germinadas en condiciones asépticas o desde semil;as que estiéin
gampietamente axbnicas. El explante produce un sistema vadical
completo. . o . s X .

Este tipb de cultivo ha sido utilizado en investinaciones
sobre nemAtodos como método para cultivar estos “pardsitos en
condiciones asépticas. Se ha utilizado tambi&n para el cultivo
de hongos de micorriza v para estudio sobre las bacterias que
fijan el nitrdgeno en las leguminosas.

Respecto al cultivo de yemas y meristemos se presentd el
problema de determinar el tamafio minimo del explante que Do
provocafa pérdida de la capacidad regenerativa. Smith y Murashiae
(1970} consiguieron la regeneracibn de plantas partiendo del
meristemo apical desprovisto de cualquier primordio foliar. La
aplicacidn del cultivo de yemas de tallos fue realizada por
primera vez por Morel (1960, mediante el cultivo de meristemos
de orguldeas , logrando la formacidn de tallas, los cuales
generaron sucesivamente estructuras llamadas protocormos, Estos
excisos y trasplantados en medio de cultivo fresco generaron
plantas completas. Las dos técpicas difieren en la dimensidn del
explante: el cultivo de meristemos tienen dimensione entre 0.1 vy
tmm y esté formado sblo por el meristemo y en el cultivo de yemas
el explante presenta dimensiones mavores, desde 5 a 10mm vy esth
acompatads de primordios foliares.

Del crecimiento de estos tipos de explantes se origdina un
pequefo tallo worganizado, en un primer momento desprovisto de
ralces. © El cultivo de vemas es la técnica de mayor uso en la
propagaci®bn clonal rlpida de plarntas. Tratados importantes sobre
este argumento son los de Murashioe (19743, De Fossard (1976) v
Reinert v Bajaj (19773,

ta aplicacidn mhs importante del cultivo de meristemos es
referente la obtencibn de plantas libres de enfermedades (Vea
cap. III).

Los requerimientos para crecimiento y desarrolle “in vitro“
de yemas o meristemos varlan con el tamafo del exolante, el tipo
de desarrollo que se quiere y el genotipo de la planta. Explantes
de meristemos requieren siempre vegquladores de crecimiento, yemas
ton algunos primordios foliares pueden no necesitarlos.

Algunos factores nutricionales juegan un.papel importante, es
8sencial por ejemplo una alta concentracidn Ye iones K, como en
®l medio MS (Morel, 1975). ’
~ El cultivo requiere auxina exdgena, la citocinina puede ser o
O necesaria (Shabde y Murashige, 1977).

S puede estimular también la formacidbn mtltiple de brotes,
deseables en  propagacidn clonal, aenevalmente con altos
tontenidos de citocinina; el Acido aiber&lico se requiere a vetes
Para algunos cultivos.



1.3.2 Cultivo de embriones
Embriones sacacdos de semillas se pueden usar como explante en
_ agacidn. A menudo se aislan embriones y se siembran para
'rzgner plantas libres de microorganismos que se utilizan como
g:entes de explantes. Esta técnica se usa también para la
ropagacidn de plantas que tienen semillas con un periodo muy
?argﬂ de dormancia © viabilidad muy baja. Generalmente, el
cultive de embrionas inmaduros EQ‘m&s fAcil que el de los
embriones maduros; la diseccidn requiere de muchos tuldados para
pno daMar el embridn. o )

Hay plantas que producen semillas que no tienen estryucturas
de conservacidn y son de dimensiones muy peqguefias; asi la
diseccibn no es p@sibIE'por o que se ponen a germinar “in vitro®
las mamillas enteras. El ejemplo mis notorio es el tultivo de
semillas de orquidea. _ _

Mucho interés tiene esta téonica para el me joramiento ante la

presencia-de los mecanismos Naturales que ismpiden el oruzamiento:
sexualy incompatibilidad precigbdtica ., gue consiste en la no
interaccidn pelen-estigma debido a factores dnatdmicos <
fisicldgicos que impiden que ocdrra lta fertilizacidn ©
Incompatibilidad postcigdtica, en cuys caso se da la formacidn
del cigaoto, pero &ste no establecd conecclionss con @1 endosperma
y &n poco tiempo aboria.
' ta incompatibilidad precigbtica se puede superar en ciertos
casos por medio de una teenica perfeccionada por Kanta et
al3; (1962) llamada polinizacidn "in vitro®. La incompatibilidad
postcigdtica en algunos casos se ha resueltd aislando el embridn,
generalmente desde semilla inmadura, ¥ cultivindolo "in vitro®.

Los hibridos producidos por la unidn de sspacies
incompatibles a veces resultan ser eatériles, que sin embargo no
constituye un problema en plantas que S0 reproducen
vegetativamente. . -

Se han obtenido hlbridos valiosos en algunos frutales (Tukey,
1934; Skirm, 1942), y &n algunas hortalizas del gbnero Meldngena
(Sharma et al. 1980)

1.3.3 Cultivo de anteras o polen

En 1953 se descubrid la posibilidad de cultivar “in vitro*
tejidos haploides desde polen de Ginkei desde entonces se ha-
efectuado muchos estudios sobre este argumento.

En este tipo de cultivo &l explante estd constituido por
granos de polen O por anteras, es decir, por celulas gaméticas
que tienen gernotipo haploide. :

~ La importancia es que cultivando “in vitro" w1 polen es
posible cobtener directamente embriones o callos embriogénicos con
el desarrollo de plantas que presentan genotipo haploids, ‘Este
mbdulo de formacidn de plantas se llama androagbnesis.



Esta técnica bha sido emplieada con exite en 121 especies
vegetales (De Fossard, 19765 . Entre los aobneros en los
cuéles se han obtenido mavores éxitos citamoss Datura,
Nigcotiana, Solanum y algunas Brassicaceae. _

"7 Esta téecnica es de particular interés - en el trabajo de
fitome joramiento vy en la evaluacidn de hlbridos de cereales.

{.4 MORFUGENESIS

Se puede indicir eéen tejidos cultivados *in vitve™ 1la
formacidn adventicia de &rganos como tallos, ralces, hojas vy
flores. Este proceso se denomina morfogénesis u  organcogbnesis.
También se puede dar la formacidn "in vitro"” de embriones, los gue
se desarrollan desde células somdticas, pero en este caso, segln
una definicidn rigurosa no se puede hablar de organogénesis; no
siendo calificable el embridm como &rgano en cuanto a su
capacidad de vida independiente

 Caulogknesis, rizogbnesia vy embriogknesis son de mucha
importantia en la regeneracibn, ia que se logra en la mavorila de
loe casos a través de la formacdibn de talle adventicios, los gue
son sucesivamente envalrzados o desde embriones somlticos. Estas
astructras se originan de una célula o de un grupo de cklulas gue
bajo el estimulo de las condiciones nutricionales y hormonales se
vuglven activas y tienen la tapacidad de producir un determinado
drgano. Ese QqQrupo de células gue dan origen a los  4roanos
adventicios se definen como meristema  morfogerdticos gsta
estructura puede surgir en dos vias diférentes:directamente desde
cdlulas del explante , o sea, c¢&lulas diferenciadas o desde
chlulas no especializadas y desorganizadas, 5 decir, cElulas:
de callo o de suspensiones celularves.

_ Hicks (1980) describibd estos dos tipos dé morfoabnesis como
directa e indirecta, respectivamente v desde entonces se ha
adoptado en el uso coméin esta terminologla.

Cuando la morfogdnesis ocurre directamente desde el explante
se¢ define directa; cuando pasa por el tejido de calle la
morfogénesis se define indirecta. .

No siempre es posible distinguir el origen de la
morfoglnesis; asl por ejemplso, tallos originados directamente
del  explante pueden encontrarse rotdeados por tejidos
proliferativos originados de células cercanas, por lo que aln con-
ﬁ} auxilio del microsocpio no es posible establecer ton certeza
81 la nueva estructura sa ha originado por organcabnesis directa
O organogknesis indirecta.bLa importancia de esta distincidn
radica en el hecho de que el tejido del callo es generalmente
caracterizado por una activa mutabilidad gendtica en sus chlulas,

as! pusds, low riesaos de mutaciones en plantas originadas desde
€allo gon MBYOYres.



1.4.1 Organcgénesis directa

cuande s& transfiere al medio de cultivo un explante
adecuados Brotes del tallo, ra&cgﬁ, embriones somdticos vy
priaordiaﬁ florales se desarrollan directamente sin pasar por el
estado de callo. La organogénesis directa depende de las
gimensiones del explante, del tipo de explante, de  las
condiciones nutricionales y de las condiciones ambientales. Asi
r &jemplo, explantes de dimensiones peqguefias pueden
obstaculizar el proceso de morfoaoenesis directa. _
El desarvollo de tallos adventicios pusden ser obtenidos de
explantes ' pravaniente$ de diversos Sragancs en muchisimas
especies. Meristemos de tallcos formados directamente del
explante se& pueden iniciar 48 horas después de la siembra en
medio estéril. A veces €l meristemo morfoaenético se origina de
una cé&lula; cuando se origina de mas de una célula puede aparecer
un dlto porcentaje de quimera.

1.4.2 Organcgénesis Indirecta

tn medio de cultivoe y reguladores de crecimiento gue
favarescan la formacidn rapida de callo, generalmente nos
conducen a la iniciacidn de un sistema morfogenético que oriaina
ratces y tallos. En algunos casos la organcgentsis ocurre en el
mismo medio de cultivo en que se desarrvrolld el ctalle, paro en la
mayorla de 1los casos es necesario realizar transferencias  a
medios  con tambinaciones de reguladores de erecimiento
diferentes. tas células que originan los drganos son células
peguefas con el citoplasma denso vy el nécleos grande; estas
chlulas se llaman meristemoides. En el callo los meristemoides (y
por tante la formacidn de ralces y tallos) pueden estar situados
en la superficie o interior; el primer caso es el mhs frecuante.

Es diflcil estudiar los factorres que influyen sobre la
organogbnesis, pudiendo depender su estimulce al mismo tiempo de
lo8 componentes del medio, rompuastos endbgenos proeducidos
durante el cultivo, substancias presentes en el explante, asi
como de los factores ambientales.

. Un papel muy importante es jugads por las hormonas. Por
ejemplo Skoog -y Miller (1957) encontraron que una relacidn
relativamente alta auxina-citocinina inducla la formacidn de
ral:e; #n callo de tabaco, mientras que una baja proporcidn entre
las mismas hormonas favorecen la produccién de brotes.

En ambos casos de morfogénesis, directa e indirecta, un grupod
de cé%u!aa inicial del meristema morfogendtico, , adoptan una
determinacidn, que decide el sucesivo mddulo de desarrollo. En
el Caso de cultivo de tejidos desorganizados, la determinacidn es
:5::§;§emepte inguci§a_ por el efecto de los reguladores de
core iente - an combxnacangs con Ios factores nutricionales

ectos. En la morfogénesis directa, aunque los reguladores de



gcimie”ta infiuyen en el proceso, cklulas del explante en
cas0S pavgcen tenary una parcial predetermiancidn , hacia
rticular tipo de desarrolio morfogen@tico, condicionada
ara inducir a la formacidn del meristemd morfogengdlicc en vez de
,gguif una-determzn&c;bn.que tenla en la planta completa. La
nitud de esta.-predeterminacibn varia entre las especies
vegetales vy 195 tejidos de la planta. '

Y
muchos
un P2

1.5 EMBRIOGENESIS SOMATICA

La capacidad de las plantas de producir embricnes no esth
yimitada al desarrvollo de Avulos fertilizados. Be puede inducir
1a formacidn “in _g_&ggg" de embricnes, que se desarvollan a partir
de celulas somhticas, gstructuralmente iquales a aquellos que

voceden del cigoto; estos son llamados embriones sombticos O
rembrioides” (fig. 2). ‘

Figura 2. Embriogénesis somhtica.

' Estodo celular
Corte tronsversil epidermal del ambrion
Porcidn de hipocotilos  -dsi hipocetito. P

comenzando ¢ fqrrrmr.
embriones somaticos..

Estado ﬁ&s’.'avéﬁzddé-
dei smbrion.

Estado globulor
del smbrion.

Estado de corazon de!
embrion.



gate fendmeno puede ocurrir a partir de tres tipos de células
dip1oide5= 1) «células vegetativas de planta adulta 2) _tejidos
repfoductivos diferentes‘del cigqoto, 32 hipoctotilo vy cotmigdones
de embriones vy plantas jdvenes sin ningln desarrollo previo die
califos embriones se pueden originar desde una t&lula sinqular
{Kolhembach, 19773, o pueden tener un origen multicelular
(Wernicke, 1982)3en ambos casos los estados de desarrollo de los
embriones somdticos son iquales y se describen como sigue:

1. Proembridn: se distinguen pequeMos grupos de células
mgristem&ticaﬁ gue son las que originaran el embridn.

2. Fase globular: Los grupos de cElulas se hacen mbs grandes sin
tener todavia apariencia de embridn .

2, Fase corazdn: s@ nota una, caracteristica, estructura tri-
jobulada en la cual se distinquen los primordic cotiledonales vy
el polo radical .

4. Fase torpede 1 La forma precedente aparece mhs elongada .

5. FPlantita: Es visible la plantita completa, ralz vy tallo
primario. '

1.5.1 Embriogknesis directa

Este fenbmnernd ocurre con bastante frecuencia er la
naturaleza; el embridn de la semilla de plantas superiores deriva
del cigoto, algunas plantas sin embargo tienen la tendencia a
formar embriones asexuales, es decir, sin gque occurra fusidn
entre. gametos, Este tipo de reproduccidén se define apomixis vy
puede resultar de dos diferentes procesos: desde célulasg
diploides del saco embrionario (aposporia) o desde células de la
nucela (embrionila nucelar)

La formacidn divecta de embriones adventitios desde c&lulas
somhticas puede ocurrir "in vitro® tuando se siembran bdvulos,
eabriones nucelarves, teijidos de Jla nucela vy, caso mis
interesante, hipocotiles vy cotiledones disectados de embriones
cigdticos o sombticos, o desde plantas Jbvenes.

ga_ embriogknesis directa, por el escaso ntmero de plantas que
Origina no tiene mucha importancia en micropropagacidn; tiene si
2lgln interés en el trabajo de fitomejoramiento

t.5.2 Embriogénesis indirvecta
La formacidn indivecta de embriones somlticos desde talio <

;:::E:simnas celulares se ohserva mas frecuentemente que la
cta,



gEn el callo los embriones se originan generalmente de qrupos
de celulaﬁ-superfigiales asociadas con cklulas muy vacuolizadas
ue No participan dxractamente en el proceso.

' Aungue gn pocos  casos No s necesiten reguladores de
crecimiento exboenos, casl siempre la composicibn del medio,
cantidad y tipo de reguladores son determinantes.

" En la embricqgfnesis indirecta se consideran dos eventos
prablem&titos + 1) la induccidn de la citodiferenciacibn de  las
chlulas proembrioides. ) El desarrolio de estas cblulas en las
diversas fases:

En los dos estados se requieren normalmente medios
diferentes; en fase de induccidn son determinantes un alto
contenido de auxina exbdgena y la presencia de N en su forma
reducida, El sucesivo desarrrollo de las celulas embriogbnicas
requiere contenido muy bajo © ausencia de auxina.

La embriongknesis somAtica se ha obtenido experimentamente en
mhs de 30 familias (Raghavan, 19786; Narayanswamy, 1977)
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CAPITULO 11

FACTORES GUE AFECTAN MORFOGENESIS
Y CRECIMIENTO

ios fattores que afectan 1a morfoatnesis y el crecimiento "in
giﬁig" se pueden agrupar de la siquiente manera:

2.1 GENOTIPO: En este contexto el término genotipo vy variedad son
intercambiables. Siendo en virtud del aenatipo
gue las variedades difieren.

7.2 SUBSTRATO: Inciuye el efecto de todos los componentes del
medio nutritivo.

2.3 AMBIENTESZ Condiciones fisicas en las cuales se desarrvolla el
cultivo.

5.4 FACTORES GUE DEPENDEN DEL TEJIDO.

2.1 GENOTIPO

Probablemente el factor que mbs influye en el crecimiento vy
la mortfogknesis "in vitro" es el genctipo. Generalmente géneros
diferentes o© especies o hasta variedades de 1a misma especie
requieren substratos vy condiciones flsicas diferentes para un
desarrollo é&ptimo, debido a sus diferentes genotipos. Los genes
que regulan el desarvollo "in yvitro® son, obviamente, NO
especializados para esta funcibdbn, su influencia en-el cultivo de
tejidos es un efecto secundaric al de sus furniciones normales.
Dado los diferentes tipos de crecimiento gue se pueden producir
"in vitro", se supone la existencia de grupos de qenes que
estimulados por los factores ambientales y el substratce diriaen
@l crecimiento hacia uno u otro tipo.

2.2 SUBSBTRATO

~ El substrato es el medio o conjunto de substancias quimicas,,
en un balance adecuado, gque influyven directamente sobre el

Crecimiento y desarrollo del cultivo de tejidos vegetales.
b Morfogénesis directa e indivecta son muy influenciadas por un
r:izﬁce torrecto antra§c0n5tituyent@s orghnicos @ inorglnicos v
hngcaaﬁQ?ES‘ de‘ crec;pxenta; no significa lo anterior que una
DLart comb;nacx?n'daangredlentes pueda ser usada para teodas las
as. Formacidn divecta de tallos oturre en alqunas especles

en A : .
sblo agqua, en otras es suficiente un medio con sales minerales
Y azhcar.,



Los medios utillzados en el cultive de tejidos veaetales se
eden clasificar por su constitucidn quimica en maedios definidos
su medios NG definidos; v por su textura en medios liquidos vy

jo definido: e el medio nutritivo en el nfque se oonoce
cogpietamente la composicidn y estructura quimica de cada uno de
‘u,,compenentes.
Medio no definido: medio de cultivo en cuya composicidn entran a

tormar parte substancias quimicamente desconocidas, la
frecuentemente usada es el agua de coco.

Medico Liquidot Fs el medio en el gue se omite la substancia o
substancias gelificantes.

Medic semisblido: Medio nutvitive al gque se le adiciona
gelificante.

El medio sb&iide posibilita trabajar con  explantes mb&
pequebos, la formacidbn de un sistema radical agensralmente mas
ordenado y salvaguardar la intearidad del cultivo de callo. En
medio liguido, por otro lado, eventuales materiales tdxicos no se
encuentran acumulados en la vecindad del explante sino que s&
dispersan en el medio.

Miller vy Murashige (1976) comparavon los 2 tipos de medid en

4 especies tropicales y encontraron gue las respuestas pueden
variar en los diferentes estados de la propagacidn,.

Substratos vy tondiciones bajo las cualés se obtuvo una mejor
respiesta en el crecimiegnto en 4 gspecies ftropicales

Especie Estado I Estado 11 Estado II1
Cordyline terminalis Liquido (S & R) S&lido S&lido
Dracaena godseffiana ilquide (SF) ligquido (8) shlido
Scindopscis aureus sdlido _ sbliido sblido
Singonium podophylum liquido (R liquido (8) sbdlido

(S) Cultivo estacionario (R) cultivo aagitado (SF) Cultivo
€on soporte.

mas



Al hablar de substrato nos referimos & los sigQuiente

componentes:

"acranutrient95
ﬂ;cronutrzentes
Yitaminas
Mimhﬁidf.}ﬁ
Azlcar

Agua
“Reguladores de crecimiento

Carbén activado

PH

Agentes quelatos

agentes epnlidifitantes
suplamentcs no definidos

(3 T I T 2 O N N R TR A -

2.2.1 Macronutrientes

Los macronutrientes proporcionan los glementds minervales
indispensables vy cuantitativamente mds abundantes 2n las plantas:
N, P, K, Ca, Mg v 5. Las sales que se usan generalmente propor-
cionan tambi&n el C1 y el Na.

ElI N se adiciona en aran cantidad como iones amonio ( NH, ) o
nitrato ( NO,J}, o en ambas formas. .

El sulfate de Magnesioc (MgS0,7H,02 aporta el Ma y el S.

El P se puede adicionar comno NaH PO, 2H, 0 o KH, PO,

El K, el catibn presente en cantzdad m&ﬁ grande, w8 aporta
como KC1,KNQO, o como KH, PG,

ta adicidn de CaCl ZH,D, CaiNO,), 4H,0 suministra el Ca.

El C1 esta presente en KCl vy en el CaCl ZH 0.

Aunque gl Na no se requiera genaralmenta en las plantas
supericres a vectes es esencial en el cultivo de halofitas y de
plantas con ciclo fotosintético €.

La absorcidbn de cada elemento g3 influenciada por la
concentracidn de otros elementos, pH, temperatura y estado
bioquimico v fisiocl&aico del te jido,

_ Se han elaborado, hasta ahora ,muchas combinaciones de macro
®#lementos. (cuadro 1), Una lista de ésta se encuentra en De
Fossard (1577) que menciona 130 combinaciones las cuales difieren
en tres aspectos fundamentaless

-

Los iones realmente disponibles (en miliegquivaiemtes),

—

El balance entre los iones mbs importantes.

o

La concentracidn idnica total,

15



Cuadre 1. Macroelementos en algunos medios de cultivos (mag/sl)

';;z;ggiement0§ Gautheret |White (HelleriMirashige| White [Morel
minerales 1942 1943 1353 e Skoog 1963 1974
: 13962

PM.__m_._.-.—'--—

KC1 : - 65 750 - ' &5 1000
NaNg, o -- | 800 -- ol s
"ggﬂ‘.7H§G. 125 360 250 370 720 125
NaH’Pﬂ‘.HQQ - 16.5 125 - i6.5 -
Caﬁit.EH,B - - 75 b 440 - -
KNG, 1239 - B8O - 1300 g0 .-
Na, 50, -~ a8 - ¥ - - 200 --
NH, NO, ) - L - 1650 - -
(NH‘)‘SH‘ - - - i = 1000
KHtPD _ - 125 - - 170 - 123
Ca(ND_,n4H$ﬂ S00 200 - e S 300 S0

Seqlin Margara (1978) se pueden individuar 8 composiciones de
macroelementos en los cuales la composicibn de N total, K, Ca vy
NH es variada. Pentro de estas 8 combinaciones vs posible
establecer la composicidn de macronutrientes adecuada para gue
ocurra la morfogfnesis.

2.2.2 Micronutrientes

Los micronutrientes esenciales Mn, Fe, 1In, Bo, Cu, Lo vy Mo
que qeneralmente se encuentran presentes en los medios nutritivos
{cuddro 23 son componentes de  protelnas de importancia
fisioldgica y metabdlica,. Cinco de estos elementos sSoN
necesarios para la sintesis de la clorofila v la funcidn de  los
tloroplastos. De tal forma que cada uno de &stos elementos tiene
su  Funcidn especifica que incide sobre la morfogenesis y
crecimiento .

Manganeso (Mn). Es necesario para el mantenimiénto de la altra
estructura vy e! proceso fotosintético (la actividad del fotosis-
tema 11 es proporcional al contenido de Mn). Experimentalmente
falta de Mn ccasiona menor formacidn de yemas.

El hierro (Fe). Es requerido para la formacidn de precursores de
la clorofila.

El zinc (Znd). Es importante en la sintesis del triptdfano vy la
oxidacitn e hidroxilaciédn de compuestos fendlicos.



ro (BOZ- Su exigencia no es  tan evidente al utilizar
antenedores de borosilicato. Es requeridoe para la actividad
¢ jetembtica, esth involucrado en la sintesis de  bases

mer uracilo particularmente.

cobre (Cu). Es necesario en la oxidacién tidroxilacidn de
fenoles.

cobalto (Col. Componente de la vitamina B.

Molibdeno (Mo). Forma parte de las enzimas nitrato reductasas.

Cuadro 2. Micvoelementos en alqunos médios de tultivos (ma/l)

—croslementos | Gautheret | White [Heller | Murashige | White [Morel
minerales 1942 1943 1953 e Skoog 1963 1974
1962
NiSO, 0.05 - s - - ——
FesSO, . 7H,0 .05 .- - 27.8. - -
Na, EDTA. 2H,0 - - -- 37.3. - --
MnSO, . 4H, O 3 -= G. 01 22.3 7 0.1
MnCl, .« 4H, O -- -- - -- -— -
KI . 0.0S ©90.75 | 0.01 0.83 0.73 | 0.01
NiCl, .EH, O _ -- L - 0.03 - - 0.03
CoCl, .€H,0 . -— - -- 0.025 -- --
Ti (S0, ), 0.2 e -~ R - -
Znsn, . 7H, 0 0.18 1.5 10 8.6 <
CuSo, . 5H, D . 0.08 0.013| 0,03 0. 025 0.013] 0.03
BaSU, 0.1 - - -- -- -~
Hy BO, 0.05 1.5 1 6.2, 1.5 1
H, S0, 1 -- -— -- -- --
FeCl; .6H, O : -- 2.5 1 -~ -- --
NgMo0, .2H, 0 : --= ~-- - .25+« - -
H, MoO, = 0,0017| == -- - -
AlCH, - ~e ] 0,03 - e 0.03
Fe(S0,), -— - - - 2.5 -

2.2.3 Vitaminas

Son necesarias para llevar a cabo una sevie de reacciones
catallticas en el metabolismo y son requeridas en pegquefias
tantidades. Las vitaminas que mids frecuentemente se usan son:
Tiamina (vitamina B 1 ). Se agrega como tiamina HCl en cantidades
que varlan de 0.1 a 3 mg/lt. Esta es realmente la bLnica vitamina
esencial para el crecimiento de las cdlulas "in vitro”.

Acido nicotinieco (niacinal).
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piridoxina (vitamina B ). Se aarega comd plridoxina HCL.

niainesitai~ Se denomina tambié&n meso-~inositol o [-pogitel, no es
upa vitamina propiamente, sino un azlcar alcohol. Tiene un etecto
estimulante sobre la morfogbnesis. FProbablemente participa en la
piosintesis del Acido galacturdnico, avuda a la formacidn de
varios constituyentes célulares comd el Acido ascbrbico y la
pectina, y adembhs a otros compuestos que intervienen en la
divisidn celular.

Acido Pantoténico.

Acido fblico. Disminuye 1la proliferacibn de tejides en la
obscuridad, mientras que n Tuz la aumenta. Esto es debido a gue
en la luz es hidrolizado a &cido P-aminobenzoico.

Riboflavina. Es inhibidor del crecimiento de ralces.

vitamina E. Ayuda a la formacibn de callos que provienen de
embriones, Yy en cultivos en suspensidén ayuda a la viabilidad de
cdlulas individuales.

2,2.4 Aminobdcidos

Los aminohcidos son fuente inmediata de nitrbgenc y pueden
actuar como agentes quelantes. Ningln aminokcido se ha encontrado
qua es esencial para el crecimiento en cultivo de tejido, sin
embarqo, existen varios gue se han utilizado. Por e templo:

-.Glicina: es el gue se utiliza con mas frecuencia.
-.Glutamina y aspargina: trasportadores de nitrdaeno.
~L. Arainina: estimula ralces.

-.L. Berina: empleada en el cultivo de microsporas.
“.b. cisteina: agente reductor.

2.2:5 Aztcar

Se ha individuado sblo un nUmero muy rveducido de plantas gue
tultivadas "ip vitro* son autotrdficas, las que muestran un
trecimiento lento. '

Beneralmente en el cultivo de cklulas, tejidos u bdrganos es
Mecesario incorporar una fuente de energla y carbono en el medioj
la sacarosa es la fuente coménmente empleada. El grado de pureza
dﬁl_ azticar de uso dombéstico s suficiente para agregarlo al
vedio., La presencia de sacarosa en el medio inhibe en cierta
medida la formacién de clorofila, afectando el crecimiento
autdnomn,

La concentracidn de sacarosa en el medio es de 2 a 4%. Otros

Azlicares empleados son la alucosa, maltosa, rafinosa, fructosa vy
galactosa.

ig



Suadrs 3. Lon0ueStos AYganiood &0 ALDUNOE Men1os 08 O tLves 1mast

eanstitventes Gautherer. knite Heller Murashioe Whits  fMored
Organleos 19423 (1Esds 119537 v sEooQ 1EES 1374
140

Gacarosa 26,000 70,000 20.000 30,000+ 20,000 Z0,000
Blicing 3 3 - 2 - 3 -
Mioinositol - 160 - 100+ - -
1A/ = Z - 130 - -
NAA - “ - - -
Cisteina 10 - - - i -
vitamina B (Tiamina HCD) 0.1 8.1 i (1 0.1 =
vitanina B (Piridoxina MC1Y 0.1 a.1 - 0.5 - 0.1 -
&cido nicotlnico 0.5 0.5 - 4.3 0.5 -
fantetonato de caliio - = = - 1 -
2-4-0 - - - = & -
Kingtina - - = 4,.04-10 ~

Acida tlirico - - - = = 175

.26 Agua

El aqgua bidestilada 85 mormalsente FEEuEY Lds B cultive de
teiidos va sea para  oraparacifn  de  medio. comD DAY A la
preparacihn  de las soluciones madres. El amaua pidestilada 85
reouerida  sSopore  todo parva la investioscidhn. mas para lagunos
grabaios de rutina =1 agua desiconizags pusde S8y as20fabla.

Se dobe tener cuidado de no auardar  agua  pldestilada en
recipientes e polietilens para esvitar la nresencia i
substancias thxitas para los teiidos. Fera &n asnsral i
recomandable s3 no quardar aoua por mucho tlempo.

Pe.2.7 Reaguladores de credimisntos

Sabemos hoy en dla, aie el crecimiento ge las plantas no sblo
gsth determinado por la absorcisn  de substancias minerales v por
hidratos de carbonos, sino tambibdn, par  crertas  substancias
gulmicas que acthan comp agentes especificos, v corrglacionan el

crecimiento entre la diversas partes de la planta.

Estas substancias oue se producen dentro ge la planta en
bajas concentracicones (endhoenas? o sintéticamente texvhoenas? v
que en esas wminhsculas cantidades son  capaces  de  promover,
inkibir o modificar cualitativamente el crecimiento v desarvrallo
en vegetales son llamadas ae diversas fovrmas, no existindo hasta



ahora una terminoloaqla mundialmente aceptada. Nosotros en nuestro
texto, utilizaremos el arreaqlo presentado por De Fossard.

A los compuestos que se encuentran en forma natural en los
te jidos veqetales {enddbaenos) ies denomilinar emos hormonas
vegetales o substancias de credimiento v a las substancias
sintéticas quimicas v figioldgicamente similares a las hormonas
vegetales (exdgenos) les llamaremos requladores de crecimento. Es
a través de estas substancias las cuales adicionadas al medio
putritivo solas o rombinadas en diferentes concentraciones
(cyadros 4 v 5) se induce la formatid y desarrclleo, apartir de
tejidos u &rganos sembrados en medios aséplticos, de plantitas
completas,

Estas substancias 1a-pademos,claaifi¢ar de la d€iguiente manera:

1

Auxinas
Citocinifnas
Giberelinas
Etileno
- Abscisinas

1

Auxinas

Se denomina auxina a una serie de compuestos que controlan
ciertns procescs como el crecimiento vy elongacidn celular. La
auxina natural mas comfin es el AIA, Acido Indolacético,

{en la bibliografia Inalesa v Europea conocida como ias).tba
contentracidn de auxinas naturales (endbaenas) en el tejido
depende de la planta madre de la cual fue extraldo el explante:

-1 estado de crecimiento vy desarroilo, las condiciones
ambientales en las cuales se desarrolld la planta v la estacidn
del aMo. Cuando un explante tiene la capacidad de desarrollarse

en un medio sin adicibn de auxina se dentmina "auxin autonomous o
auxin habituated®.

Las auxinas se utilizan ampliamente en micropropagacidn y se
incorporan al medio de cultivo para promover el desarvrollo de
tallos, de suspensiones celulares, de brganos (como meristemas vy
yemas) vy para reqular la morfoaénesis, gspacialmente &n
combinacidn ton citocininas. La eleccidn del compuesto vy ia
concentracidn dependerd de:

- EY tipo de creciamiento o desarrollo reguerido.

- El nivel natural de auxinas presente en el explante al momento
de la sxsicidn,

- La tapacidad del tejido de sintetizar auxinas naturalmente.

-~ La interaccidn, si hay, entre la auxina aplicada y la auxina
natural enddgena.

k)
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En el cultivo de tejidos, es frecuente el uso de auxinas
 pteticas gue tienen las mismas propliedades del AlIA  natural,
s 1mente las mhs usadas son:

genera
—4 =D Beido diclorophenoxiacktico
2 N
1BA beido 3 Indolbubirico.

NAA (ANA) Bcido Naftalenacético

1 AlIA en el medio de cultivo ho es wmuy efectivo para
A omover el ctrecimiento v movfocbnesis. Probablemente porque es
destruido al esterilizar el medio, por oxidacidn enzimdtica o
fotoxidacidn (Rubino Mejia 1987). _

En el cultivo de tejidos se hari reportado log  siquientes
efectos de las auxinas:

{nduccidn de callo. La auxina mhs utilizada para este fin es el
2-4-p, la que se emplea generalmente en cantidades de 1 a 3
mg/lt, perc las células han mostrado cierto porcentaje de muta-
ciones gendticas, por 1o fuea a veres se prefiere emplear el ANA ©
el ALA. Otros investigadores recomiendan iniciar el callo en Z-
4-D y transferirle después a un medio con ANA o AlA,

formacibn de tallos vy ralces. Caulbgbnesis v rizoabnesi en
cultivo de callo requieren necesariamente un cambio en el nivel
de auxina y citocinina. Para la formacidn de tallos se réguieren
cantidades de citocininas altas respecto a las auxinas. lL.a
rizogknesis, al contrario, rvequiere mhs auxinas gue citocininas.

Las auxinas son casi universalmente requeridas para promover
@l crecimiento inicial de explantes de puntas de tallo. Una baja
concentracibn de auxinas a menudo se utiliza en conjunto con  un
alto nivel de citocinina en el estado Il (ver pha. 41), cuando se
requiere proliferacidn de tallos, aungue hay casos &n ios cuales
sdlo citocinina es suficiente.

Emsbriogbnesis. Para la iniciacibn de embriones sombticos se
requiere elevada corcentracibn de auxinas (generalmente 2-4¢ D),
pero para pasar a las sucesivas fases de desarrollo del embridn
®S necesario pasar a un medio con un contenido mas baio de
auxing.

Citocininas

Las citocininas naturales son: Zeatina 6-(4-Hidrox-Smetil-2-
butenilamino’ vy 2 ip o IPA (Z-Isopentiladeninal.

) No  obstante, orurra en la planta entera sifntesis de
Citocininas, muchos tejidos y drganos cultivados "in vitro® no



gintetizan cantidades suficlentes para promover el desarrollo,
por 1o que el empleo de citocininas exdgenas se hace hnecesario.
Las citocininds sintéticas mbs empleadas en el cultivo de teiidos

sON:

Kinetina & - furfurviaminopurina.
BaAP O BA & - Hensvylaminopurina.

En el tultivo de tejio vegetales las citocininas han mostrado
tener efecto sobre:

Proliferacidn de callo de dicotiledbneas. Generalmente para 1la
proliferacidn de callo en esta clase de vegetales se reqguiere
la presencia de auxina y citocinina.

Formacidn de tallos adventicios. Las citocininas son muy efecti-
vas en promover la iniciacidn directa o indirecta de tailos.

Caltivo de apices. Niveles relativamente altos de citocinipas
son incorporados al medio en #1 estado Il pava impulsar el creci-
mientc de yemas axilares y reducir la dominaricia apical, en esta
forma se pusaden producir varios tallos no enraizados desde un
fnico Apice, en un perlodo generalmente corto, entre 2 v &
semanas. Estos tallos pueden ser separados vy recultivados en el
mismo medico © enraizados wmediante transferencia a medios
diferentes que proporcionen una r&pida propagacidn.

Formacidn de ralces. Altas concentraciones de citocininas (0.9 -
10mg/L) generalmente inhiben la formacidn v creciminete de las
ralces vy el efecto promocional de las auxinas sobre la formacidn
de raltes. Por esta razén en el cultivo de punta de talle cuando
sg& qguiere enralizar tallos adgventicios para  producir plantitas
completas, se transplantan en un medio privadeo de citocininas.
Obviamente ¢l efetto de estos reaquladores puede variar dependiedso
del compuesto, del tipo de cultive v la variledad cultivada.

B e v o T W W i T s . TR i et T e LA e 2t B T G S o

Skoog v Miller (1957) demostraron que la formacién de tallo
se podila inducir en callo de tabaco usando un nivel relativamente
bajo de auxinas y relativamente alto de citocininas. Desde ese
trabajo, muchos aspectos de la regeneracidn en el cultivo de
tejidos, han sido correlacionados a la dnteraceidn auxina-
citocinina.

)
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El balance que se requiere para las diferentes funciones se
puede resumiy comD siguet
Auxinas Citotininas

Efecto de Auxinas mhs Citocininas

ALTA CONCENTRACION - BAJA CONCENTRACION

Formacidn de Ralces
Embriocgbnesis

Formacibn de ralces édveﬁticiag
en callos

Iniciacidn de callos en dicotileddbneas

Formacifn de yvemas adventicias

Prolitferacidn de yemas axilares
BAJA CONCENTRACION ' ALTA CONCENTRACION

Existen algunas excepcliongs a estas reqlas, las cuales son
agqrupadas de la sigquiente forma:

- En algunas especies la proliferacidn de tallos se puede
PYromovery ConR auxinas o con citocininas.

- Tejidos de monocotiledbneas se inducen o forman callo sblo
tultivindolos en altos niveles de auxinas.

~ Draancgbnesis en monocotiledéneas es promovida en muchos Casos
transfiriendo el cultivo en medios sin auxinasi reducliends la
concentraciones de auxinas altamente activas, como el Z-4-D o
sustituvendo el 2-4-D con civra auxina CANA- o AlAD.

Giberelinas
Dal esta c¢lase de substancias de crecimiento existen pocos
productos comerciales. El Acido giberé&lico (GA;) es €1 mas

utilizado en el cultivo de tejides. Aplicado a la planta entera,
la giberelina puede influenciar el crecimients v desarrollo de
diyersag formas, Por ejemplo, estimulando la elongacidn del
tallo, la floracidn o induciendo la fructif;cacibnl Estos efectos
%0Nn  ocasionados por el estimilo en las sintesis v  actividad de
mecanismos enzimaticos y/0 un cambio en la disponibilidad de
auxinas enddgenas. |



En cultivo de tejidos qeneralmente se puede reqengrar sin  la
utilizacidn de aogiberelina.d Cuando se aareqa BA, al medio de
cultivo, muchas veces ocasiona efectos que son disimil a los
aefectos de las auxinasi dentro de esos sfectos podemos enumerar
1os siguientess

Inducid en crecimientode ctallo. Altas eoncentraciones de GA,
¢arriba de Sx10 AM; 1 a BmasL 3, inducen el crecimiento de
callos , tombinado «on auxinas v una baja concentracidn de
citocininas,

Formacidbn de tallos vy ralces. Cuando al medio de cultive se
adiciona &cido giber&lico, a menudo impide la formacibn de tallos
y ralces. Asl el tratamiento preventivo del callo g explante con
GA, © en el asdicionamiento al medio Jjunto con  auxina ¥
citocininas en concentraciones bajas que promuevan caulooénesis ,
es generalmente inhibitoria de la rizoaénesis,

pesarrollo de embricides. En el proceso de embrioaénesis somAtica
el bcido giberélico, ha ocasivnado, casi siempre la inhibicibn de
ita formacitn de embricides. A wveces la "germinacibn"  de
embriones somdticos ya formados es estimulado por la presencia de
GA, en @l segundo medioc; o sea, el medio post-iniciacibn.

fultive de meristemas Yy dplces. Mientras que en  ausencia de
citocininas el &cido giberdlico tisnde a inhibir la formacidn de
tallos vy ralces; este promueve el crecimiento vy elongacidn en
&rganns pretformados.

El &cido diberklico es ocasionalmente adicionado al medio
junto con  auxinas y citocininas en el estado [ vy 11 en el
cuitivo de punta de tallo,  para impulsar 1 crecimiento del

tultivo, El efecto es variado en dependencia de la especie. En
algunas variedades se wutiliza wusualmente pava estimular la
elongacibn de los entrenudos. En otros tasos el GA;, promueve la

elongacidn del tallo inhibiendo al mismo tiempo el desarrollo de:
yemas axilares. Puede ser necesario sustituir el BAy cuando se
priere consequir enralizamiento.

Acido absclsico

El &cido abscisico se ha gncontrade en la naturaleza en
muchas especies, es5 sintetizado en los plastidios o en los
cloroplastos (Milberrace, 1974). El Acido abscisico (ABA) es
congideradm un  inhibidor en el crecimiento de las plantas, su
actividad es generalmente contraria a la de los otros requladores



de crecimiento. Aunque en la planta el ABA estd comprometido con
ja induccisn de la dermancia, tiene diversas funciones, como la
regulacibn de la apertura estomltica v en cultive de teiido puede
actuar como estimulador o inhibidor. El ABA ha resultado ser un
1iqero inhibidor sobre =1 desarrollo de callos, pero existen
varias excepciones reportadas por diferentes investigadores, los
cuales reportan que el ABA tiene un efecto promotor.

El efecto del ABA en la morfooknesis es peneralmente
inhibitorio, En publicacicnes de IBPGR (International Board of
Plant Genetit Resources) se reporta el emples del ABA en ia
conservacidén de germoplasma "ip vigro" a  tasas minimas de
crecimiento.

Recientemente se ha encontrado produccidn de etilend en las
plantas y se considera como una substancia con muchas funcionaes v
de regulador. A menudc hay un balance bptimo entre el nivel de
etileno vy auxinas enddgenas. Se ha demostrads gque se da la
produccibn de etileno en cultivo de tejidos, se ha podido
observar una acumulacidn de gas en los frascos del cultivo.

La acumulacisn de etileno parete no tener ningln efectd sobre
ia divisidn v el crecimiento de las cklulas en el cultivo de

callo. El efecto sobre la morfogbnesis no es tan claro,
pareciese gue existe una concentracidn critica que estimula la
mov foobnesis. Concentracionss muy altas o muy balas SO0

inefectivas o inhibitorias,
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CONCENTRACIONES DE REGULADORES DE CRECIMIENTOS COMUNMENTE
EMPLEADOS

Cuadro 4 Reguladores de crecimiento usados en cultivo de veaas
(estados I, I1 ¥ LID). Basades en 23 protocoles de 21 reportes
sobre 21 especies

| Reguladores de _ .
crecinientos EStado | Estadoil Estadol}l

N fango Promedip N Ranno Proaedio K Rango  Promedio
puxinas uM ut  eg/l uM uM  ma/l ull ul  sq/l
: ' 0.5-26.9 4.8 0.9

NAA 7 0.35.4 1.8 0.3 6 0.3-1.6 0.7 1 5

1BA 5 0.,054.9 1.1 0.2 2 0.3:9.8 45 0.9 5 13593 47 L0
1M 4 0357 3.2 0.6 4 0,386 48 0.8 3 L7286 1LI 20
KINGUND & - - -9 - - -5 - - -

citogininas o _ i

BAP 11 0,9-13.3 3.6 0.8 150.4-22250 L1 O = -

Kinetina 6 1.4-10.0 5.4 1,2 § 1498 49 L0 0 - - -

2iP 2 4,0-46.010,0 20 t 80 80 L6 0 - - .

ningune i - T T - -3 - .« -

Biberelinas _ _ ‘

6&3 i 0-3 0.3 0} 1 Gcﬁ 0.5 9.2 0 * -

NINGUND 22, - - -2 - < - |

W

Cuadro 5. Reguladores de crecieiento usados en el cultivo de
seristsos. Basados en 30 protocolos de 24 reportes sobre 23

especies
Rguladores de
Crecisientos Estado 1 ,¥1 vy 111

N Ranto Promed
Auxinas & ¥ uf s/l
NM ? 9. 1“30.0 2- 1 0-4
IM ? 0«_ %'1ti4 5;3 ﬁ-g
picloras i 8.02 0,02 0.004
Citocininas
BAP l‘ 6& g"laa i 119 034
Kim‘tiﬂa 5 0.5"1‘:0 559' 153
2iF 1 0.4~ 0.4 0.4
featina 4 0.01-10 2.8 0.6
Biberelinas
BA, 7 9.1-2.9 1.7 G.E




2,2.8 Carbbn activado.

El carbén activads posee cualidades que tienwn,efecta sobhre
el crecimiento vy desarvollo de lés cultivog. Cuatro tipos de
efectos positivos han sido reportados, dependiendo del tipo de
cul €ivO.

.  Absorbe tompuestos producidos por los tejidos © presentes en
el agar, que puedan inhibir el crecimiento.

- Previene el crecimiento de callo no deseado.
-  Promueve morfoadnesis, principalmente caulocalnesis.

L Promueve la formacidn de ralces, probablemente debido. a la
interferencia sobre la luz.

E1 pH del medioc debe ser tal que no dabe la funcidbn de 1la
membrana celular o el pH del citoplasma. Dentro de estos 1imites
fisioldgicos su valor afecta la solubilidad de las sales, la
absorcibn de los ingredientes del medio, ios reguladores de
crecimiento y la eficacia gelificante del agar. El rango
efectivo del pH en el medio varla entre 4.5 y 6.5,

El ajuste del pH se hace generalmente utilizando XOH o HC1
justo  antes de 1la esterilizacidn en el autoclave. iLa
esterilizacidn a menudo puede provocar una alteracibdn del pH.

Murashige vy Skoog aconsejan adicionar =1 agar vy orecalentar
el medio y luego reqular el pH para el cual recomiendan ajustarlo
a 5.7 o 5.8.

2.2.10 Agentes Quelatos

Los agentes quelatos son compuestos cuvas moléculas son
capaces de retener un idn metalico mediante varias uniones
gquimicas formando un  anillo complets al cual se le denomina
fuelato. ‘Ejemplo el EDTA (&cido Etilenamincdtetraacetico) gue se
utiliza para guelar el1 hierro evitando que se oxide ¥
garantizando su disponibilidad en el medio.

2.2.11 Agentes solidificantes

los agentes solidificantes se utilizan en la preparacidn de
rsedios semisdlidos, vy de esta forma crear un sistema de soporte
que permita el contacto del explante con la scolucibdbn nutritiva.

Pentro de los agentes solidificantes mis eapleados - tenemos
gelatina, geles derivados de almiddn (Gelrvite) v €1 agar.
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El1 agar es entre los 3 campuestos mencionados anteriormente
el que_éamunmente'se utilira. Este producto que se obtiene de
cubstancias musilaqginosas de algas marinas del ocenero Qelidium v
que se encuentra, disponible en polvo, presenta las siqguientes
vanta jas: - ; B

- [on agua €1 agar forma geles que se derriten a 100° ¢ vy

solidifican a 45°c¢c. Esto sianifica aque el qel es estable a

todas las temperaturas de incubacidn.

« El agar no es digerido por las plantas.
- El aqar no reacciona con los constituventes del medio,

El Difco-bacto-agar vy el agar siagma son los mas utilizados,
siendo el &4ltimo uno de los mA baratos. Bor otro lado se ha
podido observar gque el noble agar v el dhar purificado que
presentan un alto grado de pureza respecto a los dos primeros han
mostrado efectos negativos sobre el crecimiento y desarrolla del
explante.

2.2.,12 Suplementos no definidos

Comao deciamos al comenzar & hablar de) substrato estas  son
substancias cuya composicidn guimica se desconote, peEro en muchos
cultivos son utilizados debido ha gue han mostrado efectos
positivos sobre el desarrollo v crecimiento de estos.

Algqunos de los suplementos utilizadus han sido extracto de
levadura, jugo .y extracto de frutos (platamno, tomate, agua de
coco), taseina hidrolizada vy antioxidantes (&cido ascdbrbico,
Acido cltrico, cistelnal :

2.3.1 Temperatura

Temperaturas diferentes adoptadas en el cultivo "jn yvitro"
han mostrado un efecto muy leve sobre el crecimiento o
propagacibdn. Existern  bastantes datos en literatura de la
existencia de especies tuyos requerimientos de temperaturas son
disimiles,sin embargo muchos laboratorios poseen sblo un cuarto
de crecimiento en el cual la temperatura es necesariamente
uniforme, para todas las especies y tipos de cultivos.

La temperatura reportada por la mayorla de los investigadores
es de 25°C pocos grados més o menos. Plantas tropicales o sub-~
tropicales se pueden cultivar a temperaturas levemente mas altas
en promedio de 27 a z28°C. La mavortla de los autores reportan
temperatura constante noche vy dia, hay investigadores que
recomiendan una fluctuacidn; en este caso una temperatura diurna
mbs alta que la comln se alterna con una temperatura de & a 8° C.

ity
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mAs baja en el perlodo de obscuridad.

Para la conservacibn de aermoplasma, & través del mitode (e
tasa minima de crecimiento, €1 empleoc de la temperatura varty en
un rangs entre 10 C y 18°C.

2, 3.2 Humedad.

tLa humedad no es generalmente objeto de investigacibn o aucha
preccupacidn en el cultivo de tejidos, es obviamente importante
sobre todo para prevenir la deshidratacibn de 1los cultives,

La humedad relativa en los cuartos de crecimiento

_ _ . es
generalmente alrededor del 70% v en los frascos de 90L.
2-', 3'& 3 Luz-

Las anidades standard erqgio y Joule, B8 usan para

cuantificar la édnergla de la luz, *

La cantidad de enerala vradiante emitida por una fuyente
iuminosa por unidad de tiempo se llama flujo radiante, El *lujo
emitido por unidad de superficie 5 denominado densidad del filu)o
radiante. Y la cantidad interceptada por unidad de superficie es
la irradiacidn o densidad del flujo radiante en la superficie,

ta energla que sale de una fuente luminosa se dirige en todae
direcciones, su intensidad se mide, independientemente de 14
distancia como la enerala emitida por unidad de tiempo por Angulo
s&lido, © sea una porcidn de espacio limitado por una superficie
chnica o piramidal.

El lumen es el flujo luminoso de un foco cuva densidad es yna
candela. ta medida que se encuentra dgeneralmente en literatura
inherente al cultivo de tejido es el lux. El lux es la unidad de
iluminacidn, o sea el flujo luminoso que recibe la unidad de
superficie. '

1 lux= 1 lumen/m?. Raramente la iluminacibn se mide en
footcandle (1 lumen/pied. '

Crecimiento v desarrollo dependen en aran medida de la  Jysz.
Fotoslrtesis vy morfogénesis estédn influenciadas por la luz, La
fotosintesis llevada a cabo por las plantas "“ip vitrov e
relativamente baja, dependiendo los cultivos principaimente del
azlbicar adicionado al medio. La importancia de la luz vadica
esencialmente en sy efecto sobre la fotomorfogbnesis.

Las cualidades de la luz que més influven en el crecimiento ¥
mor fogénesis “4{n vitro" son: Longitud de onda, intensidad v
fotoperiodo. _ ;

Las fuentes luminosas que 58 usSan para proporcionar luz a los
tultivos son generalmente tubos flourescentes y en pocos casos
ton bulbos iIncandescentes.

tuz blanca fria, blanca caliente © tubos o grolux sge han
mostrade bptimas para el cultivo "“in vitro®.



El fotoperlodo necesario para inducir la floracidn puede ser
diferente del reguerido para la reageneracidbn de tallos v raices ©
para 1a proliferacidn de tallos. Formacidn de vemas *in vitroY o
crecimiento de yemas preforadas son muy influenciadas pov el
fotoperiodo. Todavia no es claro si el efecto del fatoperiodaxsga
debido a las diferencias de enerqgla lumlnica o a un cambio
fotoperiddico especifico.

Generalmente la morfoabnesis “in vitro" es favorecida mbs por
el - dia largo gue por el dla corto. En la fase de enraizamiento
qanaralmente se necesita un canmbio en el régimen lumlinico. NG
ciempre la luz tiene un efecto favorable en la induccidn vy creci-
miento de ralces. La formacidn de ralces a menudo es mavor
cuando se somete el material cultivado a un perlodo prgliminar de
obscuridad en presencia de auxinas. Muchos investigadores
sugieren gue el perlodo de obscuridad es mAs Ltil en la fase de
iniciacibdbn de ralz que para el crecimiento de las migmas.

Respecto & la iluminacidin se ha ebservadh que explantes de
puntas de talin se mantienen en condiciones &ptimas en
iluminacidn de S00 a 3000 lux durante el estado I y II de 1la
micropropagacidn. Una iluminacidn mhs alta, entre 3000 a 10,000
jux en el estadlio 111, aumenta la sobrevivencia de las plantas al
ser transferidas al campo.

En algunas especies la proliferacibn de callos o formacibn
directa de tallos desde el explante es favorecida por una alta
iluminacidn en &l estado 11.

. En el taso de micropropagacibn acelerada, Murashige sugliere
que 1 nivel de iluminacibn en el estado I vy Il sea de 1000 1lux
suministrados por grelux o tubos fluorescentes blancos.

2.% Factores que dependen del tejido

Crecimiento v. morfoadnesis son regulados poy muchas
propiedades filsicas y fisioldaicas del teijido, aque ageneralmente
no dependen de su constitucidn qenditica, aunque sequramente deben
de quardar alaguna interaccidn con el genctipo. Los factores
dependientes del tejido que afectan al cultive "ip vitro“ song

- l.a parte del chdigo gendtico tﬁtal‘Expr6§adb.
~ El manejo gue se le ha dado a la planta madre.
“ LA naturaleza fisica del explante usado.

Tipos de expresiones obnicas estables v hereditables en
qeneraciones sucesivas de celulas vegetales SOMN ilamados
epigen&ticos. Varios gstados semi~permanentes se pueden inducir
y mantener “in vitro":

=  Yarias Tases fisioldaicas de crecimiento.
- La attitud de]l meristemo apical a producir dHrganos de un tipo.
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particular por varios periados.

- La capacidad de crecimiento del tejido v/o morfoaénesis.

- Habituaci®n, por lo cual células vegetales no dependen por
mucho tiempo de las substancias de crecimiento exdgenas,

. Cada uno de estos tipos de expresiones se pueden induci¥ o
modificar en el cultive de tejidos particularmente por los
reguladores de crecimiento adicionados al medio de cultivo.

Las plantas atraviesan diferentes fases de cretimiento, el
mas evidente es el pasaje desde el estado juvenil al estado
adulto. UOtros cambios pusden ser los relativos a la capacidad de
echar ramas, o modificaciones en la resistencia a hongos.
Finalmente las fases de crecimiento tienen una base epigenbtica.
La juvenilidad tiene una base celular. Células derivatias de fase
adulta vy Jjuvenil ¢tienen caracteristicas diferentes, que se
mantienern “"in vitro®. K

Plantas propatgadas poOr cultivd de punta de tallos
generalmente tienen la forma adulta de la planta madre, s&lo se
ha reportado algunos casos e@n gue la micropgropagacidn continua ha
ocasionade rvetorno a la juvenilidad. Caracteristica de un tallo
juvenil es gue enraiza mds facilmente que uno adulto. La
velocidad vy frecuencia de enraizamiento a menudo aumenta durante
subecultivos sucesivos. :

Respecto a las plantas gue se utilizan vomsg fuente de
explantes o plantas madrés , es notorio que los mejores explantes
son los que se sacan de plantas vigorosas que se havan mantenido
en crecimiento activo sin stress.

Cambios de temperatura, fotoperiodo, Intensidad luminica,
disponibilidad de agua influyen en el contenido de cavbohidratos,
protelna y substancias de ¢recimiento en la planta madre. Sa
pusden encontrar diferencias entre cultivos comenzados an
diferentes perlodos del aMo o procederntes de plantas madres “que
han crecido en tondiciofes diferentes.

Respecto al explante, su tamaho, edad y la manera en la cual
se cultiva afecta al tipo de cultive y al tipo de morfooknesis.

Cuando se define la edad del explante se tienen que
considerar las siquientes caracterlisticas:

~ 'Edad del matérial: o sea el tiempo deésde su inicio.

= Fase de crecimiento o edad fisiolbaicas en este sentido un
explante se puede calificar de joven o adulito, seclhn provenaa
de una parte de la planta en fase juvenil o adulta.

~ Edad Secugncials Seqlun este concepto las partes mhs jbvenss
de la planta son ronsideradas como cklulas no diferenciadas en
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divisitn vy las c&lulas diferenciadas de Oraanos que han
derivado secuencialmente desde estos, se cansideran adultos.
Meristemos apicales de muchas plantas tienen la <capacidad
tebrica de gozar de juvenilidad perpetua y vivir gin limite de
tiempo “in vitro®.

Cuando se da inicio a la siembra del explante se tiene que
considerar otro factor denominado periodo de culfivo: gs ol
tiempo transcurrido desde el establecimiento "in vitro" del
explante.

. Respectv a la edad secuencial, explantes de brgancs recién
formados tienen mayor capacidad de organoatnaesis.

1

- Respecto a la edad fisioldaqica, explantes de tejidos juveniles
enraizan con mas facilidad gue aquellos de teijidos vie jos de
1a planta. .

- Concerniente al periodo de tultivo; hay un breve pericdo en el
cual la capacidad morfoagbnica aumenta y despuds comienza a
declinar.

- En relacidn al tamahbo del explante, _ existe un tamabo &Gptimo
para iniciar el cultivo "“in vitro¥, el cual se tiene que
determinar experimentalmente para cada especie Yy hasta
variedadeps. Explantes pequefos sean punta de tallos,
fragmentos de tejidos, trozos de callo es mbs dificil su
establecimignto "in vitro®, vy explantes largos pusden ser

diflc;lmentémesterilizadmﬁ Y menos manejables.



CAPITULO 111
APLICACIONES DEL CULTIVO DE TEJIDOS

respecto’  a las aplicaciones del cultivo de te jidos
mencionaremos:

- Limpieza y saneamiento de plantas.

- Estudio de la interaccidn huesped-patbaeno.
=  Intercambic de germoplasma.

« Propagacibn clonal.

- Conservacibn de germoplasma.

- Mejoramiento Gendético

3.1 SANEAMIENTO DE VIROSIS A TRAVES DEL CULTIVO DE MERISTEMAS.

La mayorla de las plantas propagadas acdmicamente estan
afectadas por virus de varios tipos, a veces ton ausencia de
sintomas, pero siempre influenciando las calidades aqronbmicas
del cultivo, como productividad, lonnevidad, calidad del
producto, etc. ' '

Esto explica la atencibn gue reciba a nivel mundial 1a
terapia de saneamiento "in vitro*. El cultivo de meristemas (ver
pha. <4 3 como técnica de saneamiento de plantas afectadas por
virug, se fundamenta ep el hecho de que la distribucibn de los
virus en los tejidos vegetales no es uniforme, sine acropetal;
por lo tanto las probabilidades de aue las c®lulas meristembticas
se encuentren con un mensr nimero de particulas virales, o que
estén completamente libre de é&stas, son mavores que en los
tejidos diferenciados.

Se plantean dos posibles explicaciones a este fenbmeno:

1 gue las c&lulas meristem&ticas por 313 metabolismo
particularmente activo sean competitivas con los virus, Qquizis
con produccidn de inhibidores

2) vy gue la velocidad de crecimiento del merlstemo sea mayor que.
la° velocidad de propagacidn del virus, por eso el domo
meristemdtico estarla libre de particulas virales.

La t&cnica consiste en aislar asépticamente el domo
meristemAtico de .1as vemas apicales o axilares, con uno o dos
primordios foliares y sgmbrarle en un medio nutritivo estéril.

Se ha comprobado gque el cultive de meristemos tiene un mayor
&xite cuando se combina fon la termoterapia o guimioterapia.
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La combinacidbn cultivo de meristemo-guimicterapla no s tan
ytilizada, & pesar de que muchas substancias aulmicas son capaces
de disminuir © erradicar los virus, v esto debido a los riesgos
de fitotoxicidad v los efectos muthoenos gue provoca la aparicidbn
de razas més virulentas.

ta combinacibn cultivo de meristemo-termnterapia, se emplea
rutinariamente en el sanheamiento y limpieza de muchas -especies.
La. termoterapia es la terapedtica mediante el calor & frio
aplicado a una planta, drganc & tejida.

Figura 4. Sensibilidad de virus y hospedantes al calor.
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El efecto de las altas temperaturas (tig. 8 ) es de inhibir o
por lo menos disminuir la multiplicacidn del virus. Aplicando la
termoterapia antes de la extraccidn del explante se asequra una
parte mas agrande (fio. 5 ) libre de particulas virales. El
mane jo de explantes mAs laraos hace que el trabajo Sea m8s r&pido

Y exitosh.



Figura 5. Efecto de la termoterapia en la expansidn de la zona
limpia de virus del meristemo.
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El tratamiento termoterdpico puede ser aplicado a las plantas
madres o a plantas cultivadas "in yvitra®., Por 1o qeneral, la
temperatura empleada es alrededor de los 40°C v por un tiempo de
dos hasta 8 semanas: la aplicacidn de altas témperatiuras puede
ser intermitente durante el dia, bajando ast el porcentaje de
plantas dafkadas.

Especies de propagacidn veaetativa saneadas de
virus aplitando termoterapia vy los cultivos de meristemos

Especie - Virus
. - : : :
Allium sativum mosaico
Citrus SPp. exocortis, psorosis,
' tristaza
olocacia esculenta mosaico
lpomoea batata mosaico,; punto amarillo
Catleya spp. C(orguldea) mosaico
Chrysanthemumn spp. B. moteado, flores verdes,
_ enanismos
Manihot esculenta mosaico comlin
‘ mosaico africano
Musa spp. -mosaics
Bacharum officinarvum mosaico
folanun spo. X Y. = A, ™,
" decoloramiente




3.2 ESTUDIO DE LA INTERACCION HUESPED-PATOGEND

Es obijetive de la fitopatolontia comprender la razén por 1la
tual alounas plantas son resistentes o© tolerantes y otras
suscteptibles al mismo patdaenc. El c¢onocimientd e ia

interaccidn patdageno-hudsped posibilitarla dar regspugstas wmas
prActicas vy contundentes en la lucha contra las enfermedades.
Muchas dee ewas interatciones ha sido posible observarlas
inocculando el patdgeno en el cultivo de suspensiones celulares,

protoplastos, cultivo de &raanos.

Las ventajas que presenta la técnica son las siguientes:
~ Permite regular los factores ambientales: luz, temperatura,
humedad relativa, intercambio gaseosa. ‘
degsarrollo del

-~ Permite observar cada una de las etapas del

patdgeno.,
~  Puaden realizarse observaciones sobre cflulas individuales.

« El1 westudio es realizado con rapidez vy  homogeneidad en  la
inoscuwlacidn y observacibng

- tLas c¢Blulas en 8l cultivo esthn libres de wmicroorganismos

ajenos al objeto de la investigacidn.

La t&cnica permite conocer con eficacia las interaccicnes
bloquimicas entre el hutsped v el patboeno., Tiene la desventajia
que no se pueden evaluar mecanismo de defensa de la planta que
sdlo  se expresan en condicivnes ambientales como la presencia de
inhibidores, mecanismo de defensa que resulta de la interaccibn
celular v barreras de}l tipo cuticula.

Estudio de algunas interacciones huésped-patdgenos

Huéspeﬁ Patbueno Referencxa
Tomate Phyvtophthora infestans Warien y Rotley (19702
Papa ‘Phytophthora infestans Inaran y Robertson. (19653,
Tabaco Phytophthora parasitica Moraher y Hendr (1978)
var. nicotianae _ ‘
Matlz Helmintosporium maydis Genagenbach v Green (1975)
Tabaco Pseudompona tabaci Huang v van Dvkv (1971)
Frijol Botrytis cinerea Dixon v fuller (1578)
Tabaco ™MV Rosell Halliwell (1974)
Sova Agrobacterium tumefaciens Gurlitz (1982)
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3.3, INTERCAMBIO DE GERMOPLAGMA

El desarrollo de la agricultura estd estrechamente vinculado
3 la resclucién de muchos problemas tales como la obtencidn de
variedades - c¢con alto rendimiento, resistencia & plaagas ¥
enfermadades, resistencia a salinidad, etc.. para lo cual se
requiere de una adecuada disponibilidad de recursos gendticos
sin embargo, el intercambic de germoplasma da& una zona a otra, de
un pals a otro, tonlleva altos riesgos de introdutcidn de plagas
y Microcrganismos patogknicos.

La wutilizacidn del cultivo de teijidos ha venido & Sser una
herramienta fundamental para el intercambioc de germoplasma.  En
tal sentido podemos mencionar gue los riesaos de introducicdn de
plagas o enfermadades a una reqidn no contaminada son manoresi
asl mismo, desde el punto de vista econdmico es siagnificativoe la
reduccidn de los costos, tomande en cuenta los enormes  gastos
realizados poY los programas de cuarentenas, gastos de
infraestructura como invernaderos, cuartos frios, laboratorios.
gastos de personal el cual tiene Que S8y NUMEerario, tranaporie,
ete,

En el wuso de cultivo de tejidos como método para el
intercambio de germoplasma, podemos decir que de todos los
patbgenos que pueden afectar determinados materiales, 1los que
representan el mavor peligro son los virus, dado gue tienen un
alto arado de transmisién v son de dificil deteccidn v diaagnosis.
Ademds es importante mencionar que muchas enfermedades pasan
desapercibidas por desconocerse la etiologla v sintomatologla de
bstas.

gSin embargo. estos problemas pueden ser franaueados mediante
una adecuada cadena de asepsia, saneamiento a través de cultivo
de teiido e indexados virales sobre Jlos recursos gendticos
conservado en los hantos de aenes "in vitroY.

3.4 PROPAGACION CLONAL

Despubs que Morel hace mhAs dge Z0 ahos, escribiera sobre  la
propagacidn  "in vitro" de orauldea, innumeErables publicaciones
han sucedido alrededor de la propagacibn de plantas de amplio
intervés econdmico.

En 1974, Murashioe mencionaba 110 especies herbhceas
cultivadas "ip wvitro. Abhot  (1977) rveferia sobre cuarenta
especies arbbdreas. Hoy se puede afirmar que cualquier planta se

puede propagar “in vitro" y gue sobre todo para muchos cultivos,
esta forma de propagacidn es mas conveniente desde el puntoe de
vistd econbmico. Si hayv actividades como el fitome joramiento o
la conservacid de germoplasma, gue se llevan a cabo en institutos
de investigacidn, en si la propagacidn aghmica "in vitro" o
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M1OYopYopaQacion, ze yvealiza la mavor nparte en laboratorios que
comercializan las plantas vy gue en michas cultivos han suplantado

jos viveras gue empleaban  Como metodologia tradicional,
presentands  en el mercado uwin producta de mesy calidad v omas
barata.

La micrapgropagacisn  es un tips de propagacian veagetativa v
por 1o tanto comsiste en la reproduccisn de ciones con £l mismo
patriminic aenetico de la planta madye. Las caracteristicas de
esta técnica se pueden resumir de la siguiente manera:s

-~ Las cultivos se comienran a partir de piezas de plantas muy
pequefias, la disponibilidad de material o8 maés abundante siendo
rada vema un exzplante.

+ La propaqacidn se lleva a cabo en condiciones de asepsia, litire
ge patigenos,

~ L& técnica es aprovechable para sanear las plantas afectadas
por Virus,

- Es posible produciv plantas cuva propagacidn es dificil o fiasta
imposible par otros métodos,

- La produccabn es contisda  Sienda  independients de lasn
variacianes sstacionales.

- Fl material reprodacido se pueds ConsSgrvar por periodos  largos
en cas® agueg no hava posibilidao de venta inmediata.

~ El espatido gue € reguiere 85 minimo, densralmente en un frasco
de aproximadamente 30 om 3 se desarrollan alrededoy de veinte
plantas = mas, en 1 m caben 80U frascos, en promedis 1,600
plantas. Lot  cuartos de crecimiento Son generalmente de
dimensicnes muy reducidas con Wn gasta para el
acondiciconamiento oue inftluve poeo e@n el costo de produccidn.

- Las plantas no reguigren atenciones sianificativas entre
subcultivos sucesivos, resaltands uwn ahovro de mans  de  obra
gsianitflicativa.

~ La regulacidn de los factores aue influven en el creécimiento.
coms nutrientes, requladores de crecimients, luz vy temperatura

es mas Tlexibles ronsscuentemsnte se puede conseguir una tasa
de propacacidn mas arande, raespecto & loe mé todos
tradicionales.

Estimulands el explante tramite. ¢andiciones fisicas, medio
rnutritivo, regulatdores de crecimisnto sg obtiene ls emisivn  de
yvemas axilares oue se ssparan v cuboultivan.



La tasa de multiplicacisn depende del numero de yemas cuva
emisisn s8 logra estimular del explante v del tiempo necesarlio
para gue alcancen el tamass adecuads  Dara  ser separados o
reculitivados.

Dentra de las posibles desventaijas del método podemos
mencionar las siguigntes:

= Alhgue se obtengan en  oran  cantidad las plantas, san
qeneralmente de dimensiones mas pequenas gue las obhtenidas por
1os métodos tradicionales.

- Las plantas aue se abtienesn, 1niciajmenta ne san autotrdéficas v
necesitan un periode de tyansifloan para ser capaces de elaborar
sus utrientes.

- En 1os primeéros dias del transferimients las plantas son mas
subceptibles a la falta de aaua.

- Tdenicas no perfeccionadas pueden llevar a 1a produccidn  de
genstipos mutados. ’ ‘

Err ‘micropréapagacidn,  1los  tailos originados de las  vemas
axiliares oon excisos vy subrultivados cada vez que alcanzan el
tamafo adecuado, en este caso s posible calcular la tasa de
multiplicacidn tedrica.

U incremente de 8 tallos cada 9 semanas, permite  una
produaccldn tedrica de mas de Un milldn de nueavos tallos en un
ano a partir de un explante. Sin smbargo estos datos no son
reales, wna produaccidn tan arande reauiere de espacio y mano de
chra ex{esiva. Ademias no 88 aconss japnle crear una poblacidén tan
qQande a partir de un Gnico explante por el riesgo de una excesiva
uniformidad qenética.

Algunos datos reales son los siquientes: en . propafacisdén de
cana de azdcar Sauvaire vy Galzyv (1987) plantean gue se pueden
obtener 10,000 plantas enraizadas en un afo a partir de un
explante, Sin embargo seaun Pérez st al.? (13882 es posible
obtener en €l mismo ctultivo, 10,000 plantas enrizadas en solo &
meses.

Damascn v  Barbe (1983 indlcan una produccldn tedrica  de
H00,000 tallos en un afio en &1 clon YHaba" de banang.

3.4.1 Estados de la micrvopropagacién

Para definir las diferentes etapss en &l proceso de
propagacidén  Yin vitro® estas se pueden clasificar en qrupss o
estados. Lat etdapas desde la seleccidn de la planta donadora del
egxplante hasta ia transferencia de lag plantitas 3 las
condiciones naturales ambientales se pueden clasificar en  cuatro
estados, mas la fase preparativa considerada coms  estado  YO°
(Denberaoh y Maene 1%981:.



Es importantes tengr en cusnta que los estados estaran acordse
a los metodos de propadgacidsan "in vityo" empleados FLd. &-7),

fFstado 0. Seleccion y Preparacion de la planta madre

Antes de i1niciar la micropropagacidn debe realizarse una
seleccidén cuidadosa de las plantas donadoras de explantes, las
cuales tiene que sy plantas sanas v sobre todo libre de virus.

En este estado es importante aplicar tratamientos preventivos
a la planta para disminuir los niveles de contaminacién, dado aue
la contaminacidn dél propdguls por microorganismos patogdnicosa y
no patogénicos 25 und de los factores mas critico en el cultivo
de tejidos.

Dentro de log tratamientos preventivos que se pueden aplicar
a lda planta madre podemos mencionar 108 siguientes:

- Qe la planta madre crezca v desarrclle en condiciones aisladas
{invernaders, viverdl,

- Exponer las plantas durante su crecimients v desarrdllo a altas
o bajas temperaturas (termoaterapial, sobre tode  cuando  las
plantas preséentan virosis, &n dependencia del comportamiento
del patsgeno v la especie o variedad a la que pertenece la
pilanta madre.

- Cultivar las plantas en condicioanes ambientales, pnEYd
efectaands control de la maleza y aplicands control  guimico,
coma  tratamientos preventivos contra honaos, bacterias v

contralands las pablaciones de insectos vectores de virus.

Estado 1. Establecimiento del cultivd asépticn

El estads I, es el paso inicial para el proceso de la
micropropagacidn en el cual el explante s inocula en medio

nutritive adecuado, previa desinftecridn en alqunas de las
solucionds desinfectantes que hoy en dia son  utilizadasg, Cyer
pag. £43.,

El medio nutritivo inicial se caracteriza por posesr todos
los macro v micro elementos, vitaminas, carbohidratos mas la
adicién de requladoras del crecimients gue son agreqados  Dara
estimular el crecimientoc v desarrclloc del explante. Estas
hormonas por 1o ageneral son auxinas y citocininas, (ver paag. 1397,
las ctuales ge adicionan juntas o individualmente de acuerdo a  la
especlie v los objetivos gue se persiaan.
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Estado II. Propagacien de propagulos deseables

"El  abjetivo del estado 11, es inducir la propliferacién de
sroanns v estructuras gue sean capaces de dar origen a plantas
pnteras.

confirme el procedimianta "igy vitro® que S8 estd
desarrcllanda:  induccién a la formacisn de vemas axilares o
advehticias, farmacidn de embrioides o la formaclidén de  dHraganos
propagativos  (cormos, bulbos.etc.), es que se @labora un medio
nutritivo nueve al cual se transfieren los Jdroganns o plantas
obtenidas en el estado 1. Las variacicgnes del puevs medio sobre
fodo astribaran en lda manipuliacidn de los reaguladores de
rrecimiento que en éste caso, 1o mas utilizados  son las
citocininag v giberelinas {(veyr pad.ldi.

Estade IIl. Preparacion para =1 crecimients en el medio amblente.

tas vyemas o plantitas derivadas del estado 11 son may
pequedas y no son capaces de sabreviviv por si osolas en el suelo
o en el compost.

Los pasocs en el estado 11 son realizados para gue  las
plantitas puadan fotosintetizar v sobrevivir sin ia
suplementacién de carbohidratos artificiales. Por otra parte
aungue alqgunas especies formen raices adventicias durante el
estads III, existen otras gue necesitan de un tratamiento
eapicial para la formacidn de raices, como el caso de aguellas
gue reguieren de wna elongacidn de su tallo y!' la posterior
transfarencia a un medio nutritivo nuevo en que se estimulard el
gnvraliramiento. Para reducir log costos de la micropropagatidan
algunns  laboratorios tomerciales trasladan las plantitas de las
condiciones "in vitro" a las condiciones de invernaders v bajo
estas condiciones inducir la formaciodn de raices. Para la
induccidn & la formacién de raices por lo geneval son utilizadas
las auxinas v citocininas (ver paa. 193. Tomando en tuenta todos
los aspectos expresados en el estado [II, este se ha subdividido
en estado IITa v Illb, (Deberrgh v Masne. 1981,

Estado Illa.

Er este estado se realiza la elongacsn de las vemas formadas
durante el estade [I. para uniformarlas para el estado IITh. Por
12 general para induaciv la elongacisn de las vemas se utiliza
dcido giberdlico. {ver pag. Z3).

Estade I1lb.
Estado 1I1lb, enrairamiento de laz vemas “in vitro®, obtenidas
en Illa o de las plantitas extra vitrim.



Pants madre Bxplants

Estado IV.

Este estado se refiere al traslado de las plantitas de  las
condiciones  Tip vitra" a las condiciones ambientales naturales,
g5 de extremada importancia. 51 no oes realizado con cuidado,
transferir las plantas a las condicicones externas, puade
crasionar perdidas coonsiderables o plantas. Hay 2 orazones
principaltes: las vemas desarvalladas "in vitro® tienen que ser
expuastas a4 congiclionegs de alta humedag relativa v ba.a
intersidad luminica, esto debides a gue las plantas “"in  vitro®
pierden répidamente agqua al ser expuestas a condiciones naturales
por  presentar una membrana epicutioular menocs desarroliada que
lag plantas que han crecids en condidiones o vivero Ia
invernadara.

Las plantas “in vitra® son suplidas  ¢on carbohidratos oy
mantenidas bain luz, en estas condiciofes son incapaces  de
autoalimentarse a traves de la actividgad fotosintetica. Las
plantas al ser transferidas reguieren de un periodo. o8 VArios
dias para gue sean capaces de produciy Sus proplos Alimentos &
través de la fotogintesis.

En 21 casc dé micropropagacion por cultivo de vemas a menudds
g encuentra una terminoloura mas practica (fia. & v 72 aue
deéfine las cuatra fases asii establecimients, ahljamiento,
enraizamientt v adaptacioeh.

Figura 6. Propagacisn in vitro de platans.
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Figura 7. Propagacien "in vitroa® ae vica por Toultivo de nodos,
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3.5 APLICACINES EN EL MEJORAMIENTD BENETICO.

Los  reciente avances han abilerto nuevas posibilidades tantao
@i el 4area de la investigatidn en oenética basica, comd en el
me joramiento de los cultives. Se han desarrollado en la
actualidad técnicas tales como

3.5.1 Obtencidn de mutantes a patir de células "in vitro”.

Para intrementar la variabilidad genética v bldsgueds sSucesiva
de variantes v mutantes, La tecnica mas utilizada es el cultivo
de suspensisnes celulares siendo mas fAcrl v més probable inducir
mutaciones en una célula aislada gue en una planta entera.

s
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Se puede tratar suspensiones celulares con agentes mutagenos de varios tipos.
Existen métodos para reconocer y aislar las células mutadas; desde estas célu-
las con el auxilio de un subtrato con hormonas adecuadas se trata de regenerar
una planta completa.

Otra metodologia de trabajo se usa cuando se opera para adquirir resistencia a
factores adversos. en éste caso, se cultivan las células en presencia del factor,
por ejemplo, las toxinas producidas por un hongo o el principio activo de un her-
bicida. Las células que sobreviven se presume sean resistentas; cuando se logra
regenerar una planta se obtiene un individuo resistente.

POr este método Chaleff y Parsons (1980) obtuvieron lineas celulares de tabaco
resistentes a picloram; las plantas regeneradas de callo se mostraron resistentes
y transmitieron este caracter a su descendencia. En cafia de azicar se han produ-
cido variedades resistentes a Helminthosporium sacchari. Selerospora sacchari

y al virus del mosaico.

Pese a la eficiencia de los agente matagenos en la induccion de mutaciones o va-
riaciones, parece ser cada vez menas indicado su empleo debido a que se puede
afectar las caracteristicas deseables, sin que estos cambios se manifiesten “in -
vitro” y que existe en la naturaleza una fuente de variacion amplia la cual es po-
sible detectar alin a baja frecuencia. Larkin y Scowcraff (1981) descubrieron una
enorme variabilidad morfoldogica en plantas regeneradas “in vitro”, desde entonces
este fenémeno ha sido observado en un gran nimero de especies y dependienedo
del tejido de origen se denomina variacion somaclonal (células somaticas), game-
toclonal {(gameto), mericlonal (meristemo). En general se le denomina variacion
clonal.

3.5.2 fusion de protoplastos

Esta técnica permite unir material genético de especies diversas y producir combi-
naciones genética ordinariamente imposibles por la presencia de barreras como la
incompatibilidad o la autoincompatibilidad, que impiden que una vez realizada la
fecundacion se desarrolle la semilla, ya sea por rasgos genéticos o bioquimicos (fig.
9).

A nivel interespecifico es necesario el uso de un agente quimico, generalmente po-
lietilenglicol {PEG) para lograr la fusién y obtener células heterocariontes.



Figura 8. Fusmioan de protoplastos.
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3.5.3 Cultivo de embricnes

El embridén ha sido entve los primeros drganos gue s han
cultivada “in vitro®. En 1304, Haming describid el desarrollo
do embriones excisos de semillas inmaduras de cruciferas. Es de
s cuman en  fitomejoramiento  por  cuwanto permite recuperar
procuctos  de cruzamiento gue no alcanzarian la madurez. Es  muy,
frecuente cuando se realizn hibridaciones interespecificas que
ocurra la fertilizacidn pero el embridn no se desarrolla v al
poes tiemps  aborta. Extos  embriongs ailsladdos precozmeante v
senbBrados on un medis generalmente sin hoarmonas, &n la mayoria de
los caso o8 desarvolilan normalmente. Barna la dificultad
material (el embridn debe tenar por lae menc 50 cdlulas? esta
practica noe s aplicable a aran escala. pero s& han obtenidos
buencs regultados en mas de ) familias.
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7.5.4 Cultivos de plantas haploides

Fl polen tiene debiodos a la meirosis, WN NuUmeara
jgqual a la mitad del numers raracteristico de la especie. En
medins  de cultivos oportuncs esta célula hadnlolide se desarrolla
en una plantita con mamers haploide de cromosomas (fiag. 9.

La ventaja es gue siends una Gnica serie de Cromosomas,; se
pueden evidenciar caracteres mutantes dads oue no hay  ningdn
egfects modificador de genes recesivos  por parte  de genes
doninantes. tas plantas procedentes de polen son dtiles en la
jnduccidn de mutaciones para produrir sucesivamente varliedades
puras por auatofecundacidn. Dara prodiccisn de hibridos vy o en
pxperimemtos de seleccion recurrente.

dg Cromosomnas

Fiqura 9. Cultive de plantas haploides.
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La oroguecian de plantas haploldes puede seguiy dos ViAaS5

- Pory mortfogenesics directas en sste cags de la antera o Ovalo
inoculadas  an el medis nutritivo se forman enbriones somaticos
de los cuales se oriqginen las planitas directamente.

- Pay  morfoqénesis indivachar  en esta atra forma  se whtiens
primeramente un callo, ogue se cultiva despuds en un  medio
deferente para inducir la formacion de embricnes somaticos.

3.6 CONSERVACION DE GERMDPLASHMA.

En la conservacisn de germoplasma el cultivo de tejidos ha
verido a desempefar un papal fandamental en la pressrvacidn  de
los recursos gendticos vegetales.

Materiales que con muchas dificultades son conservados,  va

sea por problemas fisilédoicos, gendticas, econdmicos. patoldgroos
etc, ha sido posible conservarlos “in vitro”, significando esto
una  considerable reduccisn en los costoS 2O0ROMICDS 4 4na  mayor

segquridad para los bancos de qenes.

Figqura 10, Rahco de germoplasma de merishtemos de VIlE Az UBOS,
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Para la conservacion “In vitro” existen tres métodos:

2.6. 1, = FMétoan de creacimiants ooatanun .

ToBe e~ MELOGhG e S0OPssian TiTed sl Creramaesnt:s v metabollismn o
‘ Criopreservacidn.

2,.6.3.~ Método de crercimienti @ TAEA8 M2lMas.

3.6.1 Método de crecimiento continuo

Eate primaer métods hoy en dia no es empleado. por el vYeducido
tigmpo de la fase de conSevYVvanion. gue conlleva a continuos o
peregnnes subcultivos v con 21io el riesqo de alta iInestabilidad
genética.

2.6.2 Método de cricpreservacidn

ta crinpresevacidn, crindgénesis o supresidn  total del
crecimienta  y metabolismo es 1 metodo en el cual las ceélulas o
te jidos pueden en teoria mantenerse vivos ingdefinidamente en  un
estado de suspensidn  lnanimada. gs decir, que cesan  las
reacciones bioguimictas sin gues estas- pierdan  la viabilidad.
mediante la aplicacién de ultrabalas temperaturas (=136 O,
temperatura del nitrdgenc liguidali. A& través de estiudios se ha
determinads aque el material mas adecuads para uwtilizar en 1a
conservacidén son aguellas ceélulas o tejidos (oonjanto de célulqﬁi

que presesntan una alta densidad ritoplasmaticra v un  baio

contenide de agua: ejemplo, células meraistematicas. Sin embarad,
la Criofonservacion S encuentra  todavia &n Sk etapa
investigativa.

2.6.3 Métodos de conservacidn “in  vitro" por limitacidn de
: crecimiento a tasas minimas.

Ecte métado consiste en  mantener  loas  cultivo (VEMmas .,
plantulas derivadas de nudas o dirsctamente del meristemo ete.?
en condiciones fTislicas {tfactores-ambientalesy i QUIMlCas

{composicidn del medio de cultived) guse permitan  extender al
maximo el intérvalo de transferencia a medios frescos,

ta tasa de crecimients o2 los cultivos Yin vitro"  se  puede
cantrolar usando los siguisntes factores:

1, Temperatura: de acuerdo a la tolerancia de las especies a las
ba jas temperaturas.

., Nutrientes ovoanicos e inorqanicos: por reduccién de 1/2, 1/3
D MAS.
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3. Reguladores de crecimlientos: Utilizando innibidores.

4, Goncentracidn osmdticas del medio: UEkilizando it
substancias osméticas sacarosSa. manitol o ctros anentes.

ch
*

Dtros Factores: tamadSo de Las tubos o frasoos, intensidad de
la luz v fotopericdo,

3.7 Produccién de metabolitos secundarios.

El «cultivoe de tejidos ha abierts 13 posibilida de I=a
industrilizacidn biolégica. agrn tal sentido se plantea ia
posibilidad de producir o cultivar tejidos a aran escala comd una
fuente potencial de proteinas para Bl hombre, esto partiendos del
hech> que para muchas de las especies comestibles ya se frary
definido los medios nutritives, (Byrne y Koch, 19623, _

Hay investigadores gue trabaijan desde hace algunos afios en el
uso de los cultivos "in vitro® como alimentos y para favorecer 1
intercambio gaseoss en situaciones especiales como  por  ejemplo
viaijes espaciales, (Hildebrandt, 19€6).
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CAPITULD IV
LABORATORIO

Factor mity tupdamental para el &wirto de la thonica de cultiva
de  telidos es la organizeacifhn oel labomratario. Esta implica la
correcta  construccibn v - adecuada gistribucibn de equips &
instrumental, Eviste relacibn estrecha entre la sroganizacibn del
jaboratorin,  las condiciones  de  asepsia vy la eticiencia  del
trabaijo.

4.1 DISPOSICION EGRADTAL Det LARBURATURIO
Ed o un labporatorio as Cuitivo o8 811008 fas diterentes tTases

del  trabaw reauieren breas especlTicas: S8 DUEGEn  1sTinaulr
(fidd. 72 las supnentas:

R Y OASBDELCA DAYa {TansTersnciat.
L3 Unao & mAs cuartos ge Crecimiento ©lim&tlzados.

-

L1 Ares para sfanorecrtin el medro,
i}

B R S
el

-

4,1.1 Area para elaboracidn del medio
Comprende treos zonas:

- Zona para el lavado de la cricstaleria.

Zona para preparacisn del medio de cultivo.

= 7Jona de esterilizacidn.

< Zona para el lavade de la cristalerla

Esta wona deps ser amplia v espaciséa. de tal  formd que
permits wn  mavimients TACil. bBebe contar  oon todas las
condicidnes e implementos requerigos para redlizar el lavada,
limpieza v secado de la cristalerla. '

La 2zana de lavado, posegrd un tavabo dobie oe tamaPbis Qrands
conectads a Un Sistema a8 drena e GORSTPelts Ohn material Qe
resieta & los reactivos.  en 1o DosiDie aeberk poaseer aaus Tria ¥
caliente. Pasde agiilzarse oomd fuesnte de anua catiente, el agua

que  emana el aestiiador. ElL aestilador (methsizony deba estar
conectago al demineralizador o4 a un gestiliasny 02 vidria para  la
optencidn de aaqua bidestilada. Se debera contar tamoifn oon un

juegn qe escobilias de giversos  tamabos,  wun horno de arre
calients. para @1 secamh: de  la  cristalaria. un Ltavapinetas;,
cubetas @e acers o pofiogropllens con tapa, desergentes Vv
desinfectantes.



- Zona para preparacidn de medios de cultivos

Esta ronha & donds e realiza todo el process para 1a
elaboracidn de los medios 0 falblvas, FR el la encontraremcs log
sigulentes implemsntas: palanza analilrTida. oon unpa presloiin ae

0.001 g ¥ o mhs agitaacress electromagnétiros. ton plancha
calentable v regulador de temperatura, [0S cuales son urilizados
en la disclucidn de las salas v el cotimiento del agar cuando 1os
volumenes de medios nutritivos son peouehosh  en et caso oue el
volumen de meédio es muy arandgs lo mds recomendabie es utilaizar un
agitador mechAnico cop una fuente ge calor,  qgue generalmante €5
una hornilla de gas (tio. 1123 una palanza tkonlca, para oesalas
mavores de igr: un potenciometro €] cual sea sensitive a los
cambios de temperatura:s un dispensador para distrabuly el medid
nutritivo en los frascasi un refriagerador con tdos compartimentos

=

de diferentes ranoos de temperatura,. unoe entre o v 10 € y el otro

entre O vy -8 L. En el primero se almacenan las sales v
solucicnes madres v en el otro horoonas v vitaminas,
Tambhién esta rana doeberd  posesgy  planos de tratia o

suficientemente amplios vy de material de tacil limpieTa, par
ejemplea  formica. vy muebles para guardar la cristaleria v el
instrumental.

Fiqura 11. aagitadores.
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~ Zona de esterilizacidn

Esta ZEha e gonde @2 2 realiza Ttoon el DY oceso de
gsterilizacidn para garantizar aug @l materaial Y] este
contaminado. e regquliere una cadena d8 asepsla gesde el momsnto
de la paterilizacitn del explante hasta el momento del
transferimients de las plantitas a la intemperie.

El medie de cultivo, los frascos. instrumentos v substancias
gue se pongan en contacto con el explante esterilizado o con las
plantas va establecidas "in vitro" deben ser esterilizados, '

En la zona de esterilizacidn para realizar el tratamiento con
alta t@mperatura al medio, instrumentos v cristaleria se cuenta
€N un autoclave (fig. 12) para tratamiento con calor  hémeda,
que garantice temperaturas entre 120 L v 130 C v dos atmbsferas
ge presidn.

Figqura 12. auntacliave.
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i, Chequear el voluser de acea en el astotlave.
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7. Encender ¢} nas ¢ conecte el interruptor eifctrico.
poaris 8. Persitir el paso del vapor de agua. Cerrar la vilvela ge
pase del vapor.
Una ver altanzada la presién requerida, esta se requla a-
través de la tesperatura, si es autosdtico no es necesario
kacerla.
19, Cusndo los articelos ham estado a la gresidn requerida y el
ticapo corretto, se destonecka el autoclave ¥ se #spera i
gue Ia teaperatura esté por.gebayo ge 100 € y el sandsetro
de ta presidn se encuentre en cero.

. v SR

perforasa -3,
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En @1 autnclave se esterilizae =21 medic nutritive  excepteanas
alaunos de sus constituventes 1os cuales prasentan cigrto  dgrado
de  dearadacibn, payr 1o gue se tendrin oue esteriiirzar en  Trin,
Linsmaier v Skoog (1965, reportan gue la tiamlna_aﬁ pavLiaimense
destruaida duarante  la sgsteriiliradiding aogds v Raherts iR,
dican qQue hay OeScomposicidn rapirda parficalarmente i el pH del
meadic esta por 2ncima ae S0, :

Al gunog de 1ms  DYOauoTos petenciabinente Termoibblies
enlistados por  Liaa v Botd R VAT S vilwaYLlavina, &Acige
nicotinico. Aicotranamidga  L-9lRutamina, MYER, L. ABDAraInag-
sulfato ce adenina. vitamina Bi2.  acido foiices v clovurs de
coxlinas o

Log conponentes, termal Ablles =3 =) esterilizan por
altrafiltracibn a temperatura ambiente: 1o mas recomendable  es
wtilizar filtros millipoves e difmetro de OL20 wn LT L0 i aue
retienen - las bacterias mas peguehas.. Para gsterilirar  peodehas
cantidades se conecta &1 filtro a una Jerinona.

Figura 13. Esterilifacidn por filvracisn o g frio.

La-esterlizacion por filiracin se utiliza especialmente cuando

5@ deseo presarvar intacio los propledades quimicos de
-Bustoncias fermoicbiles g tempersluras ds. esterikzacion..

o.de los. prefiltro wlilizodo ey sl
ﬁlligmmﬁzﬁzﬂ.‘?}ﬁﬁ contOom. de
diametro.y soporia presiones haste
de 7km cm®

Para ia filtracion pueden. emplagrse fos filfros millipore
gescortables{Figural) o utitizar ports filtros {fig.2) los
uales putden ser esterilizade y reutitizado nuevoments. En
&l portg fiitro deberc colocarse el prafiljro {ci filtra,una
vex reclizode esto s emsambla g ung jeringo y se proce—
-de o esterilizarios. Uda ver _esterilizados se procude o la.
tiltracion {figura -4} dent-s del flujo taminar.

Da los filtros se puads uwiilizar of .
Millipore GS con puros de 0.22 Mm
auig con 045 um.
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tas fondiciones de esteriilsacidn en autacilave puaden variar
de acuerdo  al volamen de megdio Nuiritiva CTa e 123 paro la
mavorta de la litersature veporta aue la aupnstorhn gel medic a
120 £, 2 atmbsferas de presihn v o Tigmoon dé exposicibn de 1% a
T ominmtos garantiza 1la satertilzacidn del madio, raras evitar la
cantaminacibn  de los trascoos 8n el transporte ol auvtonclave a la
chmara de tluis laminay es recomendapdie envolver log Frascos  oon
papel vy desempacarlos ba s ita chmara previs a su o utilizacibn.
Existen diferentes tipos de materiales para pavoiver los frascos,
papel de celulosa, teflén v otros mas caro comd el papel de
aluminio.

Para evitar oaue el explante se deshidrate durante =31
permanencla en el fiu laminar,. 8% Jportuns mantensrlo 8n agua,
pary  ello se recomienda esterilizar cierta cantidad de agua junta
con el medio nutritivio. iLa esterilizacidn de la cristaleria e
instrumental se realiza en el horno dado gue el calor hhimedo
aumenta la woxidacidn  del instrumental metalico v gque para el
trabajo se reaquiere que la cristaleria esté seca. For &l hecho
avpuesta  anterisvmenite 2% 1n0lspensabiz2 envoivey Tl Bn papel ¥
desemnpacarlog ai momento gs wrrirranidn,

Una conSideracldn ouieral O8ys #GSLirl Livar 1A criataléria &
jestrumentas as la sipouienta:

Temperatura 1 iemb
(- Mioutas
I21 Lot
144G 1o
150 715
1E0-180 Se1

Cabe seMalar due ésta temperatura depends oel material a
gatariliizar, L o oue S SUOIere CwhDrobar cdaterentes
condiclones,.

3. 1.2 Cuarto de transferencias

tEs . el Bréa del lTaporatoris donde  se realizan tas
inoculaciones v transterencias perviddicas de 1os sxplantes n
medio nutritivo fresco. Fn esta zona 84 tTiwie de ogente debe de

ser mimlms v las condiciones ue limpiera mAs rigurosas.

En esta Area deberd encontrarse ta cAmara de fluagw jaminar,
thica superficie gue posee wuna alta prababilidad  de estar
complétamente libre de micrddrganismnsg dirgspubs e alaqunos minitos

de funpcionamisnito, En el tluws doeberdn estar 1os  siguientes
ACTBBOrLOS: N mschers ourssen o un mechers e alcohol LR T2

hesynillio  can resistencias slbotricass MR BRLEYEOSCODLG. ura
cubeta para depssitar Log oesnErds Cos carante @1 Trabaio vooouna
1¥smpara  dltravinleta Dara 1A esterilisadain del cuar bo L&
chmara aqavantiza . ei Tiluwi g airvre Tiitrado libre ae polvo | v
Microsrganismng,



Exwiwten 2
LTics 192, En 21 cubtive
hoarizontal que no
ha reportadss mefnr contaminaciin,
o espacios hasta para cuatra
adecuads por aperarvio de 90

tipos ae Tl ins

Figura 4. Lamaras

Chmara gu Fiujo lominor verficdt.
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H.E.P.A. Filiro &»
[ITTYT N

H.E.F. A,
Filtro de proevi~|
misnte. .

_vantifodor.

taminares.
e teiding ey
DCASIONa tarbulencia v
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pretferible el flun
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Antes v ourante 91 Trana ey =g Lmbdertante Limplar ia

superficlie de teagady 20 La CAmara con altonhal  aib JuX. Se
aconsai1a  teney  ita lAapara aliravicietra encemnlida alounas  hovas
antes de iniciar 81 Lraebs o, Povy  nminohn motivo G2 depevh

LOAOFESAr 20 81 CUArDs O0F Trantifersnila frLantras 8std 2noendida ta
litz dado gue fos rayns wiftravioieha son mayv aadtiings para la
visnta.

El trabaio en la chAmara regulers una buena manudlidad, antes
de abriv v cerrar cada frasco debe flamearse el cuello de  este
por alnunos sequndos, evitar en 1o positile el contacts de ta tapa
del frasod con el plano, flamear las pinzas v bisturies pravio a
4na  rapida anmersidn en aloochol despuds de haber  concluido el
trabaio en cada uno de los frascos. Cada operador deberd poseer
un frascoo con alcoahol al 707 v un méchero, $e aconseija  disponer
de al menos ¥ bisturies y dos pinzas para alternarias. de manera
gue exlista tiempo suficiente para que &stas se enfrien.

Tambifn se pusde uwtilizar B ovez o2 an fiwin lasingy. Dara
realizar Ia transierencia. uina pDRgua™a Sreia bien alslada v £on
altas condiciones de asepsia.

4. 1.3 Cuarte de crecimiento

Ei Cuarta ae Crecilmients odge coltivo es 21 Area dongg 1os
gxplantes se desarrallan v crecen baywr comiiciones coantroladas de
luz v temperatura. _

fa temperaturd s requia Lo un acongiclonaddy tarmostatal
En cuartos grandes es importante un equains og veantiiacidn para

evitar .bOolsas aqe aire gue hagan variar ta temperatura,. Se
aconseja poner atuera del ciavto de crecimlento todo anuellos gue
fupse fusnte de calor, por & jemplo,. los palastros, La

temperatura &Hptima pava @i cultivo oe la mayorila de las especies
estd aproximadamente entre los 2o L v o wo. U, '

En los cuartds de conservaclidn de germoplasma. i3 temperatura
pugde  bajar hasta l1os 8 a 10 L. Para el dpnorrc de energla el
cuarts de ¢recimiento deberd sev aislado térmicamente.

La lur es propoarcicnada a través de candela tfiuorescentes
con espectro similar a la luz solar, las cuales se colocan @n los
estantes por encima de log tubos aue contiensn 1los  explantes

Cfin. 152, El equipo de iluminacidn debard estar .cmntrmladaf
por un reloj o nema para reaqular el totoperigdo . Cada lampara
tendrd  apagadores rndependientes (Tio. It La 1intensidad

luminica variarh en un rangs de Do oa 10,000 lax, en dependencia
gel tipo de cultive v fines, gue 56 pEersigan.

Li
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Figura l&. Contrules ge las tuentes
ge juz.
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ta  humedad p 88 an THELOE 08 MHERA TnDortandia v oesta swr b
sapleada 4nicaments &N Tradains died Fequieran o2 su control.

Existern en @] oomertio chmeras ©limatifadas e HdiTorentes

tipos ¥ tamahMos, pErs gensralmentse es mhs conveniente
ATDNULCLONAY  un CUardo Con tralas los raguerimiantos  mencionados
anteriormente, En e#ste caso los anagueles sendrdn  disensiones

de B0 - 90 ca  de ancho . i1a 91stancla entre las mesas dependuerd



de la disposicién de las lamparas y del tamafio de los frascos variando gene-

ralmente enfre 30 y 70 cm (tio, 15).

to. El

imien
flujo de personal a esta area debera ser limitado y es recomendable que exista

Puede ser util instalar algunos tomacorrientes en el cuarto de crec

un sistema de alarma en el caso que la temperatura aumente y un generador e-

léctrico de emergencia.
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Fig. I8. Laborgtorio de Cultivo de Tejidos (Esquema de Arec y Flujo)
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Las diferentes dreas estdn en relocion volumatrico.
i Coting:

1A Lavado C{ismier:‘a.
IB Preparacion de medios.
G Autoclave,

- E~—=s|A Abastecimiento desde el exterior.
A e—3{B Vosos de culiivo, productos quimicos.
IB—iC Vosos con medio; autociave,

IC~——— 3% Vosos con medios esterilizados.
sl s

Vasos con material vegetal.
invernadero, Plantas enrrgizadds.
E Plentas aclimotadas.

2 Balanza anclitica 'y fricroscopio.

3 Area de transplante {camaro de flujo)
4 Cuorto de Crecimiento.

£ Ambiente externo.

Las flechas mﬂnf:en los movimientos (personas y materiaies): direccion , intensidod
{relacionar espesor), ocasionalidod (linea-punteads).

{3 VO$0S5 con material végetal.

3 —— A Vosos vocios.

4 ——1C  Vasos contominodos.

iC — |4 Vasos esterilizados ui !avasw,
IBé——2 Pagodg productos qmn;:cas

2+—3 Preporacion y extraccion de explantes.




.2 CHISTALERIA lasd RUMENTAL ¥y phildirg
$.%2.1 Cristaleria

Dentra del el opamianta mee . PADGYATOr L0 sl 1oy Tante Ty
Gr cumnta la cristaileria t= Toal 0Ehe cumplir oo Cada upl ae las
Fupclones dentro del orocsss o8 Trabda to. THNT IO S oo

Medicibn de vollmenes

~gipetas Figqura 19a. Crastaleria.
~micropipetas &
~prabeatag

~pbalaones atorados
~contenedores graduados

Preparacidn de medios

~heaker
-balones
—arlenmayay
~cilindros

Contenedores
de soluciones vy medios

~frascos transparsntes
~frascos OScuros
~potellas

~contenedores pibdsticos

De  cada una de las oosas
mencionados  antariormente
se debherhn posesr o
vorlumenes variados.

Contenedores para las plantas. EMBUDG _
- . PIPETAS
Dependiendo dei tipo o8 cdultive se riecesitan diferentes
contenagores, En @1 cass ae oropagacidn vional la siembra del

explante sa efectuard 2n oontenedores individuales. genasralmente
tubos cob up tamabe de 2 a 3 cm  de diéimetro oor 10 & 1D om ge
larage, - En  la tases sucesivas se utilizan vasos mbs arandes an
los cuales se pone el nhmero mds alto posible de explantes.
Existe una infinidad de tamafos uwtilizables pero @l més frecuente

es el de 10 cm de dilmetro v 10 - 12 om de alto.
Es importante tensr en cuenta 1 dimensidn del cuello gel

frasco, siendo preferibie los de cuello amplic para evitar que
gurante ja extraccidi v introdaccidn del maserial hava comtacto

FaY)



con las paredes. Las cajas petri tienen un uso bastante limitado y se utilizan
como plano de trabajo estéril.

Todos los recipientes necesitan ser tapados con cierta hermeticidad, para lo
cual se puede utilizar tapas de vidrios, metalicas, de algoddn, plasticas y vaque-
lita. Cualquiera que sea el material debe ser resistente a la temperatura de este-
rilizacion y a la flama del mechero.

Para aminorar los riesgos de contaminacion se coloca alrededor de la tapa papel
parafinado o teflon.

Figura 19b. Cristaleria

A a@_ ,

Frascos de Cultive.

Basicamente toda la cristaleria empleada esta hecha a base de la combinacién

de silicato y 6xidos metalicos, fusién que mediante variados procesos de manu-
facturacion da origen a los mas diversos tipos de cristaleria. Desde los que po-
seen poca resistencia a las altas temperaturas. Hasta los que soportan elevadas
temperaturas. Asi encontramos cristaleria a base de boro silicato, silicato de alu-
minio, etc. Esta cristaleria aparece en los catalogos con nimero que también esta
marcado sobre el recipiente, el cual expresa las propiedades de dicho cristal. Asi
por ejemplo encontramos cristaleria con el numero



de coédigo 7740 y el cual nos indica que esta es a base de boro silicato, resistenta

a acido y alcalis, coeficiente de expansion bajo etc.

Aunque la mayoria de los laboratorios generalmente utiliza recipientes de cristal,
estos pueden ser sustituidos por recipientes plasticos, siempre y cuando cumplan
con los requisitos minimos, resistencia a altas temperaturas, resistencias a altas
presiones, facilidad de limpieza, bajo coeficiente de friccién y traslucidez. Dentro

de los materiales plasticos podemos mencionar el teflén (polimero fluorinado). reci-
na epoxy, nylon, polimetil penteno, etc.

Con respecto a los frascos de cultivo, no necesariamente se debe emplear cristaleria
manufacturada con alta tecnologia y de altos costos, como el pyrex, sino también se

puede utilizar los frascos de vidrios empleados por la agroindustria en el envase de
mermeladas, alimentos para nifios, etc.

4.2.2 Instrumental
Existe una enorme cantidad de instrumaentaos de OLVErsas v
variadas formas para la preparacifn v disscoidn de drgancs v

tejidos para 81 cultivo v sub-cultivo “in vitro®,

A contindacidn @nUMBTFamos v mostramss alguiss.

Bigsturies esphtulas
pinzas saca hocados
tijeras AU IRS de ¢lseccidn

hao j1as o9 ragurar

Figura 20. instrumental ge disecciln vy 1noculacidin.
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Consideraciones Economicas

A partir de lo expuesto resulta que es posible armar un laboratorio de cuitivo
de tejidos para propagacion y conservacion utilizando equipo de tecnologia media.
Los costos comparados con la mayoria de los laboratorios de investigacién es
relativamente accesibles. Presentamos a continuacion un listado del equipo basico

thmpara . V. ’ potencitmetro bBalanza analitica
balanza técriica aqgirtador magndtioo MICcYroOscopis
autoclave hornn con ventilacibn  destiladaor

chmara de fluic laminar refrigerador BeterenstdhLa
lava pipeta demineralilsador

Al moments  actual a un cAlould apraximags  del costo  del
eqiip: basico seghn los precios deil mercado Iinternacional resulta
Una suma alrededor de 200000 agblares.

4.3 UPERACIUNES DE SiembBRA Y RELULTIVUS

Los sxplantes se extisevhn 0s a8 DLAREas mpeoyes GYEV L amante
coleccinnadas el miasmo dia de la siembra “in vivro"(tio. 183, B
transporte de el material ger canpo al taharatorio sg sractha en
Bolsas df papel separando & jgentiTLoanas cana variedad o Clon
£1 tamafo del explante tomado en el canpd no s £l getimitivo. 2n
el laboratorio se procede a la estevilazacidbn v ose eferthan
reducriones sucesivas hasia el tamabhd adecuads para la Siemora.

Figura 21. Extraccuihn v desarrolio delk explante.

Dleasiide dat
snpiants,

Aclimetecidn.

inocutacidn dal sxplewts
{moristams -3 conaic o

te? ;ri::n:»:“ tadures
tasoreslin  invitre del o punts 10 , 8 pre
suplante. sante wis da dos],
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{os mioroorganismos awe contaminan el edNplante no BN
patoaEnioss DA de condl c1ones roraales, Sia embaros, durante el
cultive il vitro" en uan el enrioueclds su oracimaento  es
acelerads v limita sl aesarraoilo de 1as chlusas & brotes ooy 1o

que para 2liminar (4 copbarinacidyy, S8 rédulerg a8 unid seriée de
CORErAaclones:

Un lavseds prolongads 8n osnid COrrIissier & veoss Ton wias pocas
gotas de 1aphn. esto se resxllra oon €1 asbhietivs de retirar  del
explante las particulas de Doive vV Sue Lo e procede despoabs a
nna  praunera redurordn el BAODLANGE COfe wh (::..if'gel.ihrrs 16 pa i
alaunas capas oue protefan @1 EEristent o8 s accidn aorerta oel
agente esterilairante.

Dentrao de los dilversss prodactos gulmicos que  se puaden
utilizar, =13 ACDADE 1A USIY AGUe L L Tae SEan Theilmanie
removibles para no  provocar Jafios al teridos Mo es  posibie
definir de ana manera absoluta un tratamiento de valider oeneral
para cualouier explante. Deptra de lop productos mAs b1 Lizaoos
tenemos El Higoclovita de aodic. Hinoelarivo de calelo (mends
thxicn  pero de rlpids dearadacibng, ciaorhaidgrato de gercurid,
cloro comercial (concentracidn generalmente ail DY) v aroohol. La
efectividad de los agentes esterilizantes puede sey me jorada por
peguaflas cantidades Jde detergentes incorporado en  la srilucidn
desinfectante para baiar la tensidn suporficial. Otro método es
una rapida i1pmersitn en aleoohol abgoluto v lueago i tratamiento

desintectante.

tas variables due 1ntluven en la esterilizacidn son 1a
concentracidn v el tismpo de duraridn del  tratamiento.  (ver
caadro  B). Esto estarkn en depenosnoia gel explante, de su
ﬁuacaﬂtipiliﬂad al products v a4 la pressancia ge bavreras fisicas.

Cuadro  &. Campdracicon g8 evecilvidad v PBropladacas de  alaumss
agentes esterilizantes,

agente Esterilizane  n Facrlraan am  Tiemps
¥y 31000
Hipocliorite ge La B-12% ot Hp s
" " " Na e 3R o F & -50
Clove comercial Ny itk " ; -l
Ha Ui wel=1l + 2-10



Una Y realilsaa ta 1 ruRe T L faEr (e ios  expliantes an ia
soalucihn esterilizante, seo procederd a remcsvar completamente el
aaente auimicn mediante 0 enjuaous Coh aaua  destilada v
esterilirzada, Falutn 1o menoy 3 Veoes. Fsta cveracidbn se déeoers
realizar bajo el fium lamnar, Dara 29v1tar la  recontaminacibn
del material. Err la chmava o2 fluim laminar va se encontrard el
medio de cultivo estaEri il @adid, i los dmplesmssntoes, v una
cantidad suficiente de aoua aestilada v esterilizada  (Fig. 22).

Fig. 22. Items para la inoculaci®n en ia camara og fluio laminar.

&

®

®
B3

1. Agua bigestilada v esterilizada 7. Escalpelos esterilizados
2. PFapel de aluminio esterilizado  §. alooddn

===

3. Lajas petri esterilizadas 9, alchol al 70 2

4, Medio nutritivo t0. Explantes

3. Porta pinzas 11. Hecheros .

6. Altokol 70 X ' 1Z. Pinzas esterilizadas

Desde este momentos se manejard el exolante  con los

implementos estériles v para evitar que los eoxplantes se
deshidraten duarante la siembra. es opdrtuns tenerlos en |, agua
esteéril. (Cada explante debsrd ser reduacado &l tamabo definitivo,
v al momento de ia siembra fiamesay #l1 frascoo, con una pinga
estéril. tomar el explante, inpeulario v flamsay el Tragcod
nuavamente antes de tapario.

La siembra se hate en Trastos individuales para evitar
poasible contaminaclidn g ung a los denhs sSxolantas, ML 1A Laga
del frasco no garantiza @l airsiamisnts @5 neoesario enrollay
alredador del ruello, ocapel paratinaas o tetlilin, los fTrasoos
conteniends el explante se llevan &l cuarse ge crecimiento por



Un periodo de 15 a 40 dias para que el explante se desarrolle y verificar que no
haya contaminacion. Esta fase corresponde al establecimiento “in vitro” del cul-
tivo.

Luego se pasa a la fase de ahijamiento. La primera operacion en esta fase es pre-
parar el medio con el balance hormonal adecuado para estimular la emision de las
yemas axilares. Se preparara la camara con todas las recomendaciones ya dadas
para efectuar la transferencia. En la fase de ahijamiento se utilizan frascos de mayor
volumen en los cuales se colocan de 15 a 20 explantes.

Se extraen los explantes: flameando antes el cuello del frasco. colocandolos sobre
una superficie estéril, por ejemplo papel aluminio esterilizado o una caja petric es-
terilizada, cuando se ha extraido el namero fijado por frascos se procede a la siem-
bra, flameando siempre el cuello del frasco antes y desppués de la siembra. La mis-
ma operacion se efectuara para pasar a la fase de enraizamiento, al final de esta fa-
se nos encontramos con una estructura constituida por varios tallos. Se procedera
con los implementos a separar tallos singulares para que en raicen separadamente.

La fase de enraizamiento dura un periodo variable en dependencia de la especie.
siendo generalmente de 1 a 2 meses, al término nos encontramos con plantas con
todas las estructuras necesarias para sobrevivir a la intemperies y que so6lo necesi-
tanun cambio de condiciones que no sea traumatico. En este punto se interrumpe

la cadena de asepsia, se abre el frasco en ambiente no estéril se remueve todos los
residuos de agar de las raices y se lavan las plantitas en una solucidon fungicida muy
diluida y se siembran en un sustrato adecuado y condiciones ambientales mas o
menos controladas dependiendo de la especie y considerando que el factor mas im-
portante es la humedad relativa la cual debe ser alta. Algunas especie necesitan per-
manecer en invernadero hasta 2 meses y otras pueden ser transferidas directamente
al campo.

4.4 PERSONAL

Para la actividad de investigacion se necesita personal lo mas calificado posible. Para
la actividad de "produccion comercial se requiere personal con buen adiestramiento
técnico. Para actividades que requieren habilidad manual como operaciones de trans-
plante bajo la camara, se aconseja realizar test preliminares para seleccionar el pers-
sonal mas apto. El porcentaje de contaminacion ademas de los otros factores ya
mencionados estaran determinados en buena medida por el operario.
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4.5 PREPARACION DiL MEDIO peE (H.1IVO

4.5.1 Alternativa para la preparacidén de medioc MS propuesto por
Dodds v Roberts en 1982, modificada

Soluciones Madres

Micronutr

MR SO,
in 89, 7

Hy B0,

Kl

Na!“l-:iﬂ‘ .'EH*
CusSt, 5 H,
ﬁﬂCl,ﬁ H,

ientes (x 100>

cantidades/1t.

He O 2230 ma
H, O 860
E20
83
o pes=
o 2.5
0o Z.5

A — -

Hierra /7

FeS0, 7H, O
Na,EDTA

EDTA {200Gx)
cantidad en
1O} de H &

557 ma.
Fa45 ma.

Solucidn
tocinina
X 1000,

madre de Ci~
se8 Sudglere

Operaciones Directas

Para un litro ce medio pe-
sar directamente.,

NH, NO, 1650 ma.
KNG, 190U
MaSl, THe O 370
Call, ¥H, 0 430
Ky PU, 17

Disoiverlios en 400imnl. de
aqua bidestiiada, aproxima=-
damente.

Adicinpnar 10ml. as sofa-
ci1hn madre di2 BLOYVE—
ar2nentiTs.

Adicionar Sml. de solu-

" cifn madre de hierva.

|

Disolver 100ma. de miol=
nosLtol v aQresaric.

|

Adicidn alicunta de la
solucibn madre de cito-
cinina. l

Preparar las auxinas sepa-
radamaentse v adicionarlas
ai medio. ’

Llieve ol volumen del medio
a BuO mi, adicionandd agua
pidestilada.

|

Adiciones JOgr. de sacaro~
sa v Q.73 de agar.



l

Solucidn madre de vita- Enrase el media a un li-
nas. Para un voiumnen de tro. con agua bidestila-
100 ml. da. #Caliente v aqgite el
Lantidad med1io hasta gue se disul-~
Enn 100 mls va el agar.
de H,G
Glicina _ 2O00ma.
Acido Micotinteoe 50 ma. :
Piridoxina HL 1 50 ma. Espere que la temperatu-
Tiamina HC1 10 mqg. ra lleque a 60"C, aproxi-
) : madamente v ajluste el pH.

a B.7 « H.8

|

Se adiciona enrn 1o niveles jlevar el medio al aucs-
que sean requeridos. tiave. l

Cuands el medio alcanza
Las vitaminas se asterilizan i3 una tempoeratura bajjo
en frio porgue presentan un:  B50%°C, adicionar iml de
cierto porcentaje de deqrada- - vitamina.
cidn. I

Dispensar el medio en tu-
bos de cultivo v almacenar
gn el refrigerador i1 s
necesario.

El medio se prepara disolviendo en aqua los componentes
qulmicos ajustando el pH, adicionando agar v esterilizando. Para
simaliticar el . trabais se n§e&en preparar soluciones madres de
los 1nqgredientes a concentracianes mas altas.

4. 5.2 Preparacidn del medio basal
Macro elemento

Cuarndo se requere pequebtas cantidades de medio o se prepara
coft poca frecupncia, 25 probablemente mejor pesar vy disolver los
macronutrxantmﬁ an cada pregaracibn,

Caci sienpre una solucidn dadre facilita el @ trdbain; ' se
prepara aeneralmente a uana concentracién 10 veces mas alta gue la
concentraci®n Cfinal en el medioc muitritivo. Asl de 1| Titrd Ue
solucidn madre se sacaron 100mi. para preparar 1 litro de sedio
de cultivo.

&8



PRy S TEY TS Lvers b gardiar et UL B SOmAr A Do bud baina el S,
separadas, de  calcrn ¥y  Ciarurd e cobalts, para evitar
precipitacionas.,

La soluycidn madre se condgyva en el retrigevador, Sse pusde
mantener hasta 4 a 5 meses., o0ero &% recomEndanlie conservarlas no
mads de un mes.

Micronutrientes

Exceptuando €1 hierro; la mayoria de los autores sugieren la
preparacidn de socluciones madres de micronutientes. Usaalmente la
concentracibn es. 100 veces mhs alta oue en el medio; alqunos
auntores reportan hasta concentraciongs de 1000,

Aungue no sea estricto, es aconsejable quardar las soluciones
madres en el congelador. La conservacidn pugde durar hasta 4 a S
nesSRs.

Hierro

Soluciones de Fe/EDTA, sa orepara genaralmente a
concentraciones Z00 veces mas alta. Asi pava preparar un litro de
medio se toman S ml. de 100 mi. de solucidn madre.

La solucidn madre 32  higrra oS muy sireptible &
precipitaciones par  lo cue se aconseia conservarla en ba
sbhscuridad v refrigerada. soporta un perloda de conservacihn
hasta de 4 mneses.

Vitaminas

Las wvitaminas se preparan en una concentracidn de 100 a 1000
veces mAs altas v se conservan en el conaeiador, por un tiempo de
Hna a gos nesey,.

4.5.3 Preparacibn de los reguladores de crecimiento
Citocininas

Son  astaoles en soluciones. Para la prevaracibn de 1a
solucidn madre se disuslve la citocinina en pocas qotas de  HCL
de O.1 a 1.0 normal {(gersralmente O.% npormal’: se calienta
ligeramente, si fuera necesaria, vy enrasar al volumen geseado una
ver s hayva diluigdo bien la citocinina en &l HCY,

Las soluriones madres pueden tener una concentracidn 100 a
1000 veces mayor vy se conservan en el refricerador. Schmits v
Stoog encontraron gue la citocinina  se  disuelve tambibn  en
pegqueias cantidades de dimetal csul ibxives oldnis,

*:
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Auxinas

Todas las auxinas se pueden disolver en 1 a 2 wmi de hidrbxido
de potasio (E0HY a O.% normat. el AlA, S8 puade disalver an un
peguehio volumende etancol absoiato v calentado ligeramente.

Atideo giberé&lico

. El Beido aiberklico sé disuelve en hidrixido deé potasio a 0.5
normal, al igqual gque las auxinas.

Es posible consevar sn el conaelsdosry (O 0 o2t medio
fnutrativo. por @jenplo;  Gamborag v Shitue (1981 encontraron gque
el medio M. concentraciones completas de macro ¥ micrs elementog
y hierro, se pueden wmantener en el conoelador por varias
SEMANAE .



CONCLUSIONES

Este trabajo enfoca de forma general la técnica del cultivo de tejidos vegetales.
Siendo interés nuestro poder transmitir al lector argumentos que le permitan
visualizar de una manera concreta las perspectivas de aplicacion. A la vez develar
el mito creado airededor de ésta. Lo cual conlieva muchas veces a pensar que es
una tecnologia que no esta al alcance de los paises subdesarroliados o a creer que
a través de ella se pueden resolver todos los problemas que aquejan a la agricultura
Sin embargo, como habra podido captar el lector, esta técnica presenta ventajas y
limitaciones. Por lo cual, se deben de tomar las determinaciones necesarias para

su aplicacion.

Para nosotros las posibles aplicaciones que pueden tener a lo inmediato en nuestras
condiciones serian las siguientes: micropropagacién in vitro, tomando en cuenta los
aspectoseconémicos, es posible aplicarlo sobre todo a cuitivos de reproduccion a-
sexual debido a los altos riesgos a que se expone la agricultura cuando se homoge-
nizan las especies (erosion genética), entre éstos destacamos el platano, banano y
plantas ornamentales; Conservacién de germoplasma, sobre todo para materiales
que producen semillas recaicitrantes, las cuales no pueden ser conservadas por
periodos largos, o para materiales de reproduccion agamica, por ejemplo: yuca, que-
quisque, papa y platano y para el saneamiento de virosis, como el caso de la papa,
la cual una vez saneada se propaga vegetativamente bajo condiciones controladas
para la obtencién de semilla libre de virus.

Aplicaciones a otros niveles productivos e investigativos podrian ser la utilizacion
como via para introducir materiales, aminorando o eliminando los riesgos de intro-
ducir plagas y enfermedades y en el mejoramiento genético de los cultivos: tratando
de aprovechar la variacion somaclonal, la obtencién de variantes genéticas o mutan-
tes a traveés de la presién de condiciones adversas sobre cultivo de suspensiones
celulares y la posibilidad que brinda {a hidridacién somatica. Y quizas lo mas impor-
tante es el tener presente que el cultivo de tejidos es la piedra angular de la Biotec-
nologia e ingenieria Genética.
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HLODARIO

ABERRACIUON CROMOSOMICA Alteraciones en la ionaitud de
Chromosone alteration cromosomas, secuenclia de genes,
o composicidn en consecuencia

del aquebrantamiento del cromo-

soma.
ABORTO Estancamients. en el desarrollo
Abortion de un bdrgans despubs de Su

diferenciagidn inicial, resul-~-
tando incoMpleto.

ABSCISION ‘Separacidn de un draans o  su

Abscission parte mediante un estrato de
tejigo especial, normaimente
subercsa.

ACIDO ABSCISICO Acido S-(hidroxi-Z-6~6-trimeti-

Abscisic acid 1~4-axo-z~ciclohexinil) -G
metvil ~Z, 4~ pEntadiencico.
Requlador - - de crecimiento
patural. inhibidor: relacionado
con el envegcimients ¥
abscisibn de brganos O suUsS
partes.

ACIDO ASCORBICO Sustancia usadas en la prepara-

Ascorbic acid cibn de explantes vy en medios
para reducir o evitar l1as
oxidaciones, especialmenta de
fencles; antioxidante.

ACIDO CITRICO Acido tricarboxllico, combn an

Citric acad plantas, especialmente en fru-
tas; es usado como antioxidante -
en la preparaciédn de axplantes
vy medlos.



ACIDO Z-3 DICLORUOFENOXI -
ACETICO

2-4 Dichlorophenoxyacetic
acid

ACIDD ETILENDIAMINOTETRA=
ACETICOD
Ethyvlenediaminetetraacetic

ACIDO GIBERELICO
Gibberellic acid

ACIDO INDOLACETICO
Indoleacetic acid

ACIDO INDOLBUTIRICOD
Indolgbutyric acid

ACIDO NAFTALENACETICO
Naphthaleneacetic acid

ACIDO SUCCINICO 22 DIMETIL-

HIDRAZIDA

Succinic acid 2-2 dimgthyl~

hidrazioe

ACL IMATALTON
Acclimatation

Herbicida sintético, con sensi-~
bilidad mayor en dicotiledébneas
(plantas de “hojas anchas").
Regulador de cre cimiento, tipo
auxina, a veces utilizads en la
praeparacibn de aedios, con
mayor actividad aue el AlAg
pstimula divisidn celular v
formacidbn de callo. (con cierta
tendencia a causar aberraciones
qendéticasl.

Anente ouelador: es unado
ampliamente on la preparacidn
ge medios para mantsner  iones
e metales, ¢omo el hierro, en
gstado  disponible  para ia
planta, independiente del pH.

Viase Biberelina.

Requlador de ¢recimiento natu-
ral ¢ipo  auxina, ge amplia
distribucidn en plantas supe~
riares: veaqula principalmente
la divisidn vy alaragamiento
celular.

Regulador de crecimiento sin=
tético tipo auxina

Requiador de crecimientoento
sintetico, tipo auxina

Requlador de crecimients sin-

thtico: retardador de las acti-
vidades meristembhticas: antigi—.
berelina.

Fxposicibn & un cambio @radual
de las condicionus ambientales;
transforencias de las plantulas
de un ambiente aséptico cerrado
23N invearnadero O campo.



ADITIVO COMPLEJO
Comples additive

ADITIVO NO PERMEANTE
Non permeating additive

ADITIVO DRGANICO
Drdganic additive

ADITIVO PERMEANTE
“Permeating adgitive

ADSORBENTE
Adsorbent

ADVENTICIO
Adventitious

Compuesto guimicamente No detfi~
nign gue  se  adicionan a los
madlos  de cultive  tagua ‘de
cocer, @xtracts ge maita v igva~
dira. FRidroiisagn de caseina,
etcl.,

Substanciras adicionadas al me-
dim  gue no  penetran, por  1a
menos en  cantidades aprecia-
bles, a través de las membranas

citoplasméaticas: usado en la

criccongervacidn v para efectos
csm&ticos, ejemplo: manitol.

Substancis ordénicas, aqeneral-~
mente complejas, que son adi-
cicnadas a un medio nubtritivo.
Yease aditivo complejo.

Substancias adicionadag al me-
dio, que debido a su estructura
guimica nmuestran un alto poder
de penetracibn en las células &
traviés de la membrana ¢itoplas-
mhtica: usatdos especialmente en
el pretratamiento para criopre-
servacifng eremplo DMSO.

Sibstancia que retiene en &u
superficie, mediante tciertas
fuarzas (p.eo. eléctroestaticas?
diferentes particulas, & veces
selectivamente.

Estructura que se origina en un
sitio no usual para ella; egspe-
cialmente en un tejido adulto.



AGAR
Agar

AGAR AGAR
Agar agar

AGENTE GELIFICADOR
Gelling agent

AGENTE HUMEDECEDGR
Wetting aqgent

AGENTE INDUCTOR DE FUSION
Fusion inducing agent

AGITADOR DE PLATAFORMA
Plataform shaker

AGITADOR MAGNETICO
Magnetic stirrer

AGITADOR TRBITaL
Orhital shakey

Substancia empleada para aelifi
cacisdn de un liguido: muy usado

en la preparacisn de medics de

cultivop se obtieng en base de
ciertas alaas marinas
(rodnflceas). La concentracidn
usualmente empleada varia entre
.5 vy 1%,

Vaase atar.

Substancia coloidal hidrbfila
cuya presencia en el medt Loy
causa gue bate quede
aspmishiido.

Ybhase deteraente.

Substancia cuya presencia causa
mayor nlmero de fusiones somi-
ticas, actelerando el proceso;
trabaija normaleente debidoe al
aumento de la viscosidad del
medio.

Vease agitadov orbital.

Aparato Ggue mediante un  imAA
rotatorio debaio de una plat-
forma mueve otro proteqido por
una envoltura plastica 1inerte,
gue se encuentra en el frasco
calocade sobre la plataforma,
tausado - auitacidn
(hidromeclnica) del medio.

Aparato de mavimients orbital
(qeneralmente de 2 a Scm. de
desplazamiento lateral) v velo-
cidad fiia ] requlable
(rormalmente By~ 300 Yoml,
puede tener en la plataforma
Wna superficie alta friccidn
(hualel o prensas para sostener
ios frascos de cultivos



AGITADUR RECIPROCD
Reciprizcal shaker

AGREGADD
Agreqpate

ABUA BIDESTILADA

Double distilled water

ABUA DE COCO
Cocoanut water

AGUA DEIDNIZADA
Deioriized water

AMORFO
Lmorphous

APARATO DE DISPENSAR

Dispensing apparatus

AXERICO
Axenic

BACTH AGAR
Eacto agar

Agitagor gue se mueve mediante
destizamiento en un salo plano
direccional

Conjunts o conglomerads de
rndividuos, celuizs, etc. diso~
ciadas, sin ralaciones mutuas

fuertes entre gl pueden
separarse facilmente sin atec-
tarce Ia vida ade cada

individuo.

Aqua altamente purificada, des-
tilada dos veaoes '

Parte llguida tentral, hia~=
lina, del endosperma del fruto

del cocotero.

Aqua cuyd contenldo de sales y
iones ha sido eliminado o redu-
cido al paso por una resina de
intercambio ibnico.

Une no tiene una farma.
definidas:

Aparato u&e permite dispensar
autombticamente el medio de
cultivo en canticades iguales v

determinadas en los frascos de

cultivo.,

Desprovistd de, comensales, sim-

biontes, o parlAsitos; no conta-
minado.

Nambre comercial de un agar
purificado.



BANCOS DE GENES
Gens bank

BANCO DE GERMOPLASMA

Germplasm bank

BIDLOGIA MOLECULAR
Melecular biology

BLOTECNOLOGIA
Biotechnology

CARBOM ACTIVADD
Ativated Charcoal

CIBRIDD
Cybrid

CLONAR
Clone

vBase panco ge aermoplasma.

Coleccibin de material vive de
diferentes procedencids ¥
variantes, de la misma especle,
para fines gendéticos; un banco
de germoplasma  puede abarcar
coleccinnes de muchas especies.

Parte de la bioloula que se
diedica a la ultraestructurs, a
nivel molecular v de los compo-~
nentes de }a célula.

Mediss y procedimientos para ia
fabricacibn de productos quimi-
cos mediante el empleds ge orpa-
N1SM3S vivas: metodologta de
& produccidén de sustancias
geoundar 1as.

Carbin  veaetal que se utiliza
para gescolorear soluciones; en
medios para la absorcidn de
substancias potencialmente da-
flinas, come fenoles y polife-
noles oxidadas. '

Hibrido celular viable, worigi-

nads por fusidn del citoplasma
ge una cflila con otra c&lula
distinta.

Procedimients  de obtenciln de
copLas qersticamente idénticas
e cElulas L] oY ganisnos
mediante propagacibn asexual.



CRIDPRESERVALCION
Cryapreservation

CHRIOFROTECTOR
Cryoprotectant

CULTIVO CON AGITACION
Strred culture

CULTIVD CONTINUO
Continuous culture

CULTIVD INIClat
Starter culture

CULTIVO NODRIZU
Nurse culture

Almacenaie de tejidz: & meLy
baijas temperatura para si pre-
sarvadihn por largo tiempos la
temperatura normalmente dabe
ser ihferior a -130 © para
evitar la formacibn de cris-
tales de hield.

Sustancia aue:amindra'a-allmina
jos efectos neqativos de  Mmuy
ba vds temperaturas sobre  un
srganismo o Sus partes, aume-
tands los chances de sohrevi-
vencias existen dos 83 Falul ¥
permeantes, que. pengtran al
interior de la celula vy extra~
celulares.

Cultivo que es agitado mediante
un dispositive mechnico, p.8.
aqitacibn magnktica, para faci-
litar el intercambio qQaseosa.

Calsiveo =1 tua @y Suplido
continuamente con los  factores
nutritivos necesarios mediante
la entrada de medio fresco ¥
calida de medio aastado: nor-
malmente i volumen del cultivo
se mantiens constante.

Conpunte  de cé&lulas utilizadas
para iniciar un culbivo
askptiro.

Cultive de una: varias células
~ teyides; oue se desarroilan
sobre otyo tejidoe mavor que le
praporcionan ciertas sustancias
AecBEsarias para su crecimientos
porimalmente separados  por un
material poroso,  p.e.  papel
Tiltro.



Dl FERGENTE Supstancia Que reduce concide=

peteragent rablemente la tensibn suprfi-
ci1al del maua al ser agregada
1 Cantidaéeﬁ peguelas: avuda
ern  moar me jor superficies as-
peras v arasssas

poMo Parte apical del talloy consis-
Dome te de la parte supericr del
meristemo, encima del priser

primordio faliar; aeneralmente
tiene Torma semirvedonda.

ECTOGENESIS Dasarvyoello embriondl fuera del
Ectoaenesis organismo maternal, desarrcllo
en ambiente artificial.

ELECTKOFORESLS Separacihn de sustancias (prin-

Electrophoresis cipalmente orgénicas) basada en
ta miaracidn giterencial, sobre
uria matriz aprapliada (p.e. deil
almidtn o poliacrilamidal, en
un campo gléctrico de
carriente directa.

EMBRIOCGENICO Capacidad de una cklula, teiji-

Embriogenic do, etc. de producir embriodes.

EROSTON GENETICA Perdida de germoplasma de una

Genetic¢ eroasion especie,

ESTABILIDAD GENETICA Inalteracitn del aenoma durante

Genetic stability la propagacidn de una planta,
siendo todos los descendientes
genkticamente homopbneos e
iquales,

ESTAGNACION Fase final de un cultivo de

8taling cklulas, tejido, calle, etcs
cuandao por agotacidn de
nutrientss, acumulacidén de me
tabolitos £10] hay mas

multipliicacidn,



ETIOLOGIA Estudio de las Causas predimgas
Etiocloay nentes vy determinantes de laxg.
ernfarmedades en las plantas.

EXCISION Procesa  de cortar un explante

Excision de una planta A de sus drganos.

EXPLANTE Fragmants o teiide excisado de
material parental (tejido u

gxplant
grganod para iniciar un cultivo
*in vitror.

FASE ESTACIUONARTA Fase terminal de un cictla de

crecimientos  cuando va oo es
aparente la sintesis de bBimmasa
- aumento del ndmero de  célu-

Stationary phase

las.
FENOL Grupo de substancias aromlticasy
Phenol derivadas del benzeno, muy

frecuentes en 8l reino vegetal
en forma de éteres, alicdsi
dos: alqunos son de olor agrada
ble (esencias): al oxidarse
forman frecuentemente Compues.
tos  OScuros Lon propiedades
antisépticas gque pueden impedir

gl desarrolia del propio
explante,
FLUORESCENTE Oue flusvresce al ser excitagd

Flucrescent por una radiacidn electromag-
nttica de onda mis corta oue 13
de la iluz emitida: dicese de
1mes  tubos de vidrio en los
ruales se exita una camada de
una substancia fluorescente
{compuesto fosforadol) gque lusgo
sirve de emisor de lusx. ’

FOTUMORFOBENICO Proceso morfoadnico, cudvé ini-
Photomor phoqgenic cic sgp debe a un estlimulo por
irradiacidn luminica:
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FRIAapLE
Friable

GAMETOCLONAL
Gametocional

GENOMA
Genome

GERMOPLASMA

Germplaso

GIBEREL INA
Gibberellin

GROLUX
Grolux

HABITUACION
Habituation
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e s geslnteqra o desnEmniza
Facriments; usads para Clasif-
car un trpo de calls con tende-—
ncia & la separacida Je sus
ciilas.

Reproduccidn  asexual, clanal,
de plAntuaias a partiy de tranos
de  polen, que suestran clievta
variacrdn entre si.

Co juants de oy factores
responsables para la herencias
en eucaricontes al nlneros D&~

sien haploide de cromosomas de

un organismo juego completod,
sapeclfics para la especig etc,.

Plasma de célilas aerminales
nlantas de una especie |, dae
giferentes procedecias, Con
cigrtas diferencias cendtlcas.

Bruapo e substancias con antilo
de oibano {(conocidas mias de 503
se 1dentifican por e} safid
numerico, bA . BA , BA . etc.)
raepresentan reguladores de
cracimientsy, Aactuandn sobre 1a
glongacidin relular,dormancia,
fioracidin de lasg plantas
bienales, exprecibn del sexo de
las flores en ciertas especies.

Nombre comercial de un  tubo
flunrescente, cuvo espoctro de
emisifin tiene e} mbaxima en
rojn, seéguido por el azul, ©
sea que coincide, arandemente
con &l sespectro de absorcidn de
la fotosintesis.

Lapatidad de un cultivd de
adaptarse a cambios o moditica-
CLOTIEN .



HMEBRITG U INJERTU
bGratt hybrid

HIDROLIZADG DE CASEINA
Casein hydrolysaate

INCANDESCENTE
Incandescent:

TNDEXAR
Indexing

INGENIRIA GENETICA
enetic enaineering

Uuraes s BrooiCciada por fusidn de
dos t11dos genéticanente .gifa-
rentes, debido al injerto,

substancia gulmiecamsEnte o de-
finida y compleia, obtenida por
hidrklisis enzimBtica o Acida
de la caselna.

Refidirese a la luz emitida gor
un  alambre ftino ce tuasteno,
calentado oY UPA corriente
eldctricar ol espectro ae emi<
aibn  tieng su valor mBximo  en
la parte vo1a @ infraroia.

Frocass  de inacular una planta
indicadora §opue fheilmenta
musstra lés sintomas de ia
inteccidn) con material en el
cual se saspecho la preasendia
de determinados vicas, si el
resultado es negativo s supong
gque €l virus ha sico eliminado.

Manipulacibn del genoma sin el

ciclo sexual, mediante transt -

rencia (v expresibn) de partes
de DNA de un organisms a otroy

a mivei celular hibridacidn de

celulas somaticas diferentes;

consideranda  todos los  aspedc-

tos ge la baolwoala celular v

molecular, coms también proces

dimientss de trasnferencias de

genes, alteraciones gentgtlicas

efectuadas madLante

procedimients no dsuales, Como
recorte de genes en plasmidics.
introduccibn  de  CroamoSOomas
genes mediante uso de procedi-

mientos brogulmicos para A&

tinalidad de alterar el

gearnot i ©n C girecclién

deseada.



INTERVALD DE SUBCULT:ivVO
Subeoulture interval

IN VITRO
In vitro

JIFFI POT
Jiffi pot

KapP-ut
Kap-ut

MANIPULACION DE MEDIOS
Media manipulation

MASA PROEMBRIONAL
Proembrvonic mass

MECHERD TOUCH~O-MATIC
Touch~-p-matic buarner:

MEDIO BASAL
Medium basal
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entre
& LT My

Intervalo ae tiempo
subruitivos SUCSSIVNGS

oy tiemps os pasaie.

En wun ambiente artiticial
esterils  tipicamente un reci-
piente de vidrio con medio de
cuktiva,

PEQUQﬁa maceta e material
argAnico; aplanads, que en
contacto con  agua forma 3N
recipierite para la siembra de
Hna plhntula, =1 dearada

thcilmentel en el suelo.

Nombre comercial de una tapade-

ra en forma de cépsula, hecha
de plastice de diferentes co-

iores (para codificacidnl.
Cambics en ba composicidn de
medros, depiad a la aoicidn de

otras substancias.

Callo en el cual se ha iniciado
por diferenciacadn un nhmerdo
arande de estructuras anatdmi-~
cas, que podran trasformarse en
embr icides.

Merhero de gas gue tieng dna
vhlvula actuada a mans qQue
enciende de la llama piloto una
l1lama mAs grande. :

214
gla—

Medio gue cantiene apenas
ingredientes bhsicos tomd

mentos esenciales, fuente de
energla v  carbons y  alaunas
vitaminas, pearo carente de

reguladores de crecimiento.



MEDIY DE CRECIMIENTO s gue biene bodo los andes -
Browth mediam gientes para asegqurar el creci-
: mientoe vy desarvrollo répidoe de

los explantes.

MERICLON Expresitn empleada para plantas
Mericlone de propagacidn clopal a partir
de un meristema. '

NEOFORMACTON Formacidn de una plhntula o
Necsformation parte a partir de an tejido
: menos ditferenciado.

NUMERG DE PASAJES

Passaqge number NEmers de sub-ganltivos,

ORGANDIDE Nestormacihn gue todavia no  se

Grogancid na diTerenciado Lo suficiente
' para presentar un braoano Com-

pleto.

PLANTA MADRE Planta de la cual se toma @&l

Mather plant explante

POLTPROPILEND Material plhstico resistente a

Polypropylens temperaturas hasta 135 C.

PROPAGULD. Toda tipo de estructura o)

Pecpagule. cuerpo, que sirve para la pro-

paqgacidn veqetativa.

QUIESCENTE En estado de repgsc temporal,
Aiescent especiticamente debids a TfTac-
tores ambientales,.

Re v iCAL Rudaments e la ralz en el
Row k- embrifn:  representa la  conti-~
nuacidn del hipocotila.



RaDICLH A
Radicle

RECURED DBENETICO

Daenetic resources

REGENERACION
Regeneraticn

RENOVACION DE CULTIVO
Reculture

SINCARIUNTE
Svnkarion

SOMACLON
S&maclmne;

SUBCULTIVO
Subctulture

TEFLON
Teflon

TERMOPERIODO
Termoperiod

debe

Parteneciente a la radiculaz: no
enplearse referente a la
ralz.

Tado materzal vivo originads £n

ims  relnos  vegetal o animal,
que tenga 1 3:Vw acttual i
potencial en la agriculiara
independientenente del nivel

tecnolddnico gue incluvas

Py ago que consiste en 14
formacibdbn de dUn draano o planta

entera a partir de un tejido,
callo, célula, etc. ‘
Transferencia de un cualtive

enters intacto, de un meEtiis &
otro, sin subdividirla,

Celula aue se oridginbd  por
fusibn de dos protoplaston
gendticamente idbnticos dbspues
de la fusibn de l1os nhclens.

Pianta repenarada  entre  unx
poblacikn dédrivada de un tejido.
@ cultiva dée cklulas, ocon oier-
tas taracteristicas distintas a
la forma primitiva.

Divisisn con transfershngia e
una parte del cultive (indoulo
a un medis nuave, generalmente
en otro reciplente.

Etilenpropilens fluorinado.
Material plastico resistente a
temperatiuiras hasta 205 C.

Duracidn de uf periods de tiem

p3  de una temperatura en rela-
tidn a otro, durante un periodo
de 4 horas.



VARTIAULION GENETICA
Sonetid variabiility

VARIACION SOMACLONAL
Somaclional variatieon

VIDRIO COMUN
Eoda glass
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Ucurrencia de diversidad entre
rndividuss g8 un progenitors
cambios  genbktieoos  durante el
procesc de cultivo de tejidos.

Variaciones entre plantas
regeneradas de ckiulas i
te jidas? an rondiciones
asépticas.

Vidrin hecho a base de arena
silicatada, cal y carbonato de
sadio (o potasiod; no resisten~
te a cambios abrubtos de tempe-
raturas rede iones
(principalamente Na v K ) al
agua contenida en él.
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