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JustlflcaclC!n 

En Ja actualidad Ja biotecnologfa ha ido adquiriendo un prestigio que 

crece cada dla debido a que pennite Ja producci6n de bienes y/o servicios -

empleando organismos vivos y como sustratos desperdicios o desechos de o--

tras industrias y optimizando al mhimo Jos rendimientos, al mismo tiempo -

que minimiza o elimina por completo Jos efectos de deterioro sobre el medio 

ambiente. 

Estas bondades han generado un creciente interés tanto en las institu

ciones de investigaci6n y docencia asf como en los diversos sectores produ~ 

tivos del pals; Jo cual ha generado a su vez una demanda creciente de info_r: 

maci6n sobre estas técnicas que pennita pasar de la etapa de plantas exper.!_ 

mentales y piloto a programas masivos de producci6n. 

La micropropagaci6n, técnica comprendida dentro del ~rea de Cultivo de 

Tejidos Vegetales, a su vez consider~da como una biotecnologla, no ha qued! 

do exenta en ésta sltuaci6n. Por el contrario, cada dla son m~s las escue-

las y los niveles en que se incorpora como materia obligatoria en semestres 

intennedios y como materia optativa en semestres terminales.· Esto ha gener! 

do a su vez un número creciente de tesis y trabajos de investigaci6n rela-

cionados con la produccl6n de plantas vla esta técnica. 

Por otra parte en los sectores agrlcolas relacionados con las activid! 

des viverlsticas y de planteros tanto en especies frutales,. forestales, or

namentales y hortlcolas Ja creciente necesidad de elevar la calidad fitosa

nitaria de las plantas y de una producción masiva cada vez mayor ha ocasio
nado que exista una demanda también creciente tanto de mano de obra califi

cada en ésta técnica como literatura que auxilie en todos y cada uno de los 

pasos comprendidos desde el montaje de un laboratorio hasta Ja adaptaci6n -

de las plantas producidas "in vltro• a condiciones de suelo. 



Debido a lo anterior el presente trabajo surge como respuesta a la ne
cesidad de un manual en castellano que exponga clara, secuencial y a ·manera 
de recetas los pasos que se tienen que seguir en el proceso de Micropropag~ 
ción y que haga intapil! en aquellos detalles y precauciones que solo se po
drlan adquirir en varios meses y quiz!s anos de trabajo dentro de un labor~ 
torio. También surge debido a la necesidad de senalar alternativas pr!cti-
cas inmediatas para la elaboración de equipo y materlalés que subsanen, au~ 
que de una manera modesta, la falta de recurso económico tanto en las escu! 
las como en aquellos sectores agrarios en los que esta tecnologla ofrece -
la posibill~ad de una competitividad y productividad mayor. 

Por último este manual tiene como propósito retomar la filosof!a de la 
investigación cient!fica planteada por el Gral. L!zaro C!rdenas en la cual 
el objetivo no es "modernizar" la agricultura imitando l.os modelos norteam! 
rlcanos .sino.mejorando, apoyando y optimizando los métodos agr!colas tradi
cionales y concentrandose siempre en lo que pueden uti 11 zar 1 os pequeños -
productores que poseen poco dinero y cuyas condiciones productivas se apar
ten un buen trecho de las ide~les. 

Rescatar esta fi losof!a sobre todo en los trabajos de tipo técnico es 
algo de suma importancia en un momento como lo es el presente, en el cual -
paises con las caracterlsticas de desarrollo como el nuestro se estan inco.r: 
porando a programas mundiales de producción de alimentos que lo único que -
nos dejan ·son una máyor deuda externa, una creciente dependencia al !menta-
ria y tecnológica, un deterioro ecológico en la tierra y el agua -con mati
ces de irreversible- y la pérdida de información genética de las variedades 
silvestres. Estas al ser sustituidas por las variedades "mejoradas" produc
to de la Revolución Verde con sus ya conocidas desventajas como.son la baja 
resistencia a plagas y enfermedades lo cual obliga al empleo de. grandes ca~ 
tidades de pesticidas, su gran demanda de fertilizantes químicos, lo que r! 
percute en la necesidad de mayores aportes de agua, lo que a su vez aumenta 
la necesidad de mas pesticidas y as! sucesivamente. 

Por todo lo anterior hemos intentado elaborar esta gula con el único -



propósito de que aclare y auxilie tanto a estudiantes, tesistas y producto
res que estén interesados en solucionar alguno o algunos de los mGltlples -
problemas cuya solución descansa en esta técnica. 

) 



Objetivo 

El objetivo principal de este trabajo es el de exponer de manera sucl~ 
ta y clara los aspectos generales prácticos que requiere la técnica de ml-
cropropagacl6n vegetal, comprendiendo a ésta como uno de. los varios aspee-
tos: del cu! tlvo de tej Idos vegetales y que como su nombre lo Indica está -
dedicada a la produccl6n de plantas. 



Estructuracl6n del trabajo 

Este trabajo no pretende ser un anal !sis ni te6rlco ni blbllograflco; 
pero aunque en todos los casos las experiencias plasmadas en él estan cote
jadas y apoyadas por los resultados y experiencias de otros lnve~tigadores; 
el autor del presente se ha ! imitado a exponer lo mas ordenadamente posl--
ble, la secuencia de pasos que conducen ~ la pr~pagacl6n de plantas vta es
ta técnica. 

Este manual esta estructurado de.la siguiente manera: 
1 

1) Primera parte. Intenta definir y ubicar a la mlcropropagacl6n" de 
plantas contestando a las siguientes preguntas: 
lQué es la reproduce l6n vegetal y como se lleva a cabo? 
lQué es la propagacl6n asexual 6 vegetativa y cuales son los mecanismos que 
hacen posible este tipo de multlplicacl6n en las plantas? 
lQué es la mlcropropagaci6n y donde se ubica dentro de las técnicas de pro
duccl6n de plantas? 
lQué ventajas y desvantajas presenta la micropropagaci6n y qué principio~ -
baslcos le dan fundamento? 

2) Segund_a parte. Pretende exponer de manera secuencial los pasos, las 
instalaciones, los equlp·os, los materiales y las precauciones que a crlte-
rlo del autor deben ser observados para a_lcanzar la meta de producir plan-
tas por esta técnica. 

3) Tercera parte. senala algunas alternatfvas de empleo de las plantas 
obtenidas "In vi~ro" y la lncorporac.l6n de éstas a programas de produccl6n 
masiva y certlficaci6n. También se incluyen algunas sugerencias para la a-
daptact6n y sustltucl6n de equipos y materiales empleados en el proceso de 
mlcropropagact·On. 

4) Cuarta parte. Contiene una presentacl6n resumida de trabajos de ln
vestlgacl6n realizados por el autor. Los trabajos se presentan en un orden 



que permlte abordar a la mlcropropagación partlendo del criterio de divi--
slón de la planta en "órganos" y/o tejidos, lo cual a su vez permlte enfre~ 
tar la técnica de lo mas senclllo, al cultlvo "in vltro" de "órganos" y te
jidos que requieren de un cierto grado de desarrollo en la destreza manual. 

5) Quinta parte. Comprende la blbllografta, la cual se le ha dividido 
en tres partes que son: blbllografta citada, blbllografta general y blblio
grana especial Izada, en las cuales se Incluyen tanto l lbros como arttculos. 
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CAPITULO 1 

lllTROOUCCIOll 

1. 1 , T 1 POS DE PROPAGAC 1 ON EN PLANTAS. 

l.2. LA PROPAGAC!ON ASEXUAL. 

1 .J. CLAS!f!CACION DE LOS METOOOS DE PROPAGACION VEGETATIVA EN PLANTAS, 

1 .4. LA MICROPROPAGAC!ON. 

l .5. IMPORTANCIA DE LA MICROPROPAGAC!ON. 



I.1. TIPOS OE PROPAGACION EN PLANTAS 

En la naturaleza los vegetales presentan dos alternativas para multl-

pllcarse. La primera de ellas consiste en la producción de gametos; los CU! 

les al fusionarse restituyen la condición dlplolde del esporofita. Los re-

sultados de esta fusión son la formación del embrión y el endospermo, que -

posteriormente se convertir~ en el cotiledón o cotiledones en las anglospe!_ 

mas. 

La segunda alternativa reproductora esU basada en .la propiedad de - -

ciertos tejidos dipioides completamente diferenciados, los cuales son con-

servados a lo largo de toda la vida de la planta con caracter!stlcas embri~ 

narlas o como reminiscencias epigenéticas, con capacidad de producir proge

nies asexuales. 

Ambos sistemas reproductores han sido aprovec~ados y optimizados por -

el hombre, con el fin de domesticar y mejorar cultivos tanto industriales, 

como alimenticios y decorativos. 

En la actual !dad se producen plantas aprovechando ambas al terna ti vas -

reproductoras; dando como resultado la división de las técnicas de propaga

ción vegetal en dos grupos a saber: 

a) Propagación Sexual basada en la producción de semillas como meca-

nlsmo multiplicador de plantas. 

b) Propagación Asexual que aprovecha la capacidad de ciertas célu--

las, tejidos u órganos del soma de las plantas para regenerar ind.!_ 

vlduos completos. 

1.2.- LA PROPAGACION ASEXUAL 

La propagación asexual ó vegetativa es un sistema de mu! tlpl lcaclón de 

algunos organismos (entre ellos las plantas superiores); que consiste en la 



generación de nuevos individuos a partir de células o tejidos diploides y -

diferenciados. 

Esta propiedad esU fundamentada en dos principios baslcos que son: 

a) La totlpotenclal !dad celular. 

b) La mitosis. 

La totipotenclalidad celular demostrada con el experimento de trans--
plantes de núcleos realizados por {Gurdon, 1968) donde demuestra que la di
ferenciación celular no implica la pérdida de Información genética en el nQ 
cleo de las células sino que implica la "transcripción diferencial" del ge
noma; dicho de otra manera, en una célula diferenciada existe toda la info.i: 
mación genética del individuo completo, pero en dicha célula sólo se trans
criben aquellos genes que estan implicados en las funciones correspondien-
tes a la diferenciación de la célula, mientras que Jos genes que no partic.!_ 
pan en dichas funciones permanecen reprimidos. 

En este experimento Gurdon también demuestra como el citoplasma juega 
un papel fundamental en Ja regulación de la transcripción del genoma de una 
célula diferenciada, ya que es el generador del microambiente que determina 
las condiciones de diferenciación celular. 

El principio de la Mitosis, que consiste en la producción de dos célu
las idénticas {en contenido de ADN) a partir de una célula preexistente; es 
un fenómeno sumamente común en las plantas y esta presente a lo largo de t~ 
da la vida del individuo dando como resultado el crecimiento primario y se
cundarlo, los cuales son local izados, en puntos o tejidos muy espec!ficos -

como los !pices caulinares y radiculares, el cambium y en meristemos inter
calares de monocotiledoneas, (Hartman y Kester, 1975). 

La mitosis también es frecuente en zonas donde ocurre una lesión en la 
planta, y se destaca por la formación de un "callo" o grupo de células pa--

10 



quimatosas y "desorganiz.adas" que aparecen como respuesta a la lesión, - -
(Hartman y Kester, 1975). 

La propagación vegetativa al estar sustentada por los dos principios -
antes mencionados se torna en un sistema de multiplicaclón ampliamente uti-
1 izado· para la producción de plantas, en las cuales es muy importante con-
servar la identidad genética, evitando Ja dispersión tlpica de la reproduc
ción sexual y caracterlstica de esi>ecies altamente heterocigóticas. 

Otro caso en el cual la reproducción vegetativa· es una herramienta in
sustitutble, se da en aquellas especies o cultivares que producen semillas 
no viables o bien Inmaduras anatomicamente. 

U. CLASIFICAC!ON DE LOS HETOOOS lJE PROPAGACION VEGET~TIVA EN PLANTAS 

Hasta el momento el hombre ha aprovechado la capacidad de las plantas 
de reproducirse asexualmente, estableciendo y perfeccionando diversos méto
dos de propagación vegetativa de plantas;· los cuales se enumeran a continu! 
cl6n. 

Propagación por embriones apomlcticos, 

propagación por estolones, 

propagación por hijuelos, 

propagación por acodado, 

propagación por separación de bulbos, 

propagación por estacas, 

propagación por injerto y 

" 
• 



mlcropropagacl6n, (Hartman y Kester, 1975). 

1.4. LA HlCROPROPAGACION 

La mlcropropagacl6n es un método de multlpllcaci6n asexual de plantas 

que se realiza a partir de tejidos o células vegetales qu~ son Inducidos a 

crecer y/o multiplicarse en condiciones totalmente asépticas, en medios de 

cultivo artificiales y controlando las condiciones ambientales como luz, • 
temperatura, humedad relativa y pH, (Hartman y Kester, 1975), 

1.5, IMPORTANCIA DE LA MlCROPROPAGAClON 

La importancia de la m!cropropagaci6n esta basada en las siguientes •· 

ventajas: 

a) Permite la obtención de plantas de alto registro fitosanitar!o, ya 

que al.someter al tejido vegetal a este sistema de cultivo se ell· 

minan totalmente las enfermedades de tipo bacteriano y fungoso y -
en algunas ocasiones las de tipo viral. 

b) Las plantas obtenidas por este srstema son réplicas exactas entre 

si y fieles copias de la planta progenitora. 

c) El namero de Individuos obtenidos por este método es muy superior 

al obtenido por cualquier otro método de propagacl6n por unidad de 
propAgulo. 

d) En algunas ocasiones es posi~le. acortar los tiempos de producciOn 

de plantas. 

el Permite tener en espacios relativamente pequenos un gran natnero de 

plantas. 

f) Facilita el almacenaje y transporte de plantas reales o potencia-· 

12 



les. Estos dos Gltlmos aspectos son de suma Importancia tanto en -

el establecl•lento de bancos de gemoplasma, como en 1 a reduccl6n 
de costos por concepto de manejo, almacenaje y transporte de plan

tas. 

g) El !mina Jos problemas ocasionados por las largas cuarentenas a que 
son s~tldas las plantas en las fronteras cuando se Intenta Jnt~ 
duclrlas de una nacl6n a otra. 

h) Es un •todo de propagacl6n que hace posible a corto plazo establ! 
cer Ja unJfonnldad gen~tlca dentro de una poblacl6n. 

Existen algunas desventajas intrlnsecas a la mlcropropagacl6n que son: 

a) Requiere de una capacltacl6n previa a su ejecución .que debe abar-
car tanto aspectos teóricos como prktlcos. 

b) Requiere un mlnimó indispensable de instalaciones, equipo, reacti

vos y materiales cuyo costo de adquisición es relativamente.eleva
do. 

c) Como resultado de los dos puntos anteriores, en algunos casos el -. 

costo de producción por planta obtenida directamente de la micro-
propagación es muy elevado en comparación con el costo de produc-

clón de la misma planta producida por otro sistema, lo cual obliga 

a tomar rutas alternativas de empleo para las plantas obtenidas en 
el laboratorio. 
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11.1. CARACTERISTICAS DEL LABORATORIO DE MICROPROPAGACION 

11.2. AREAS DE TRABAJO DEL LABORATORIO DE MICROPROPAGACION Y 

11.3. INSTALACIONES REQUERIDAS EN CADA UNA DE LAS AREAS OE TRABAJO 

Para llevar a cabo la micropropagaclOn son Indispensables una serle de 

espacios e instalaciones adaptadas para fines muy especlflcos cano: 

a) Area para la preparación de medios de cultivo y lavado de materia

les. 

b) Cuarto de siembras asépticas. 

c) Cuarto de incubación o c!mara de crecimiento. 

d) Area para almacenamiento de materiales y reactivos. 

Estas ~reas deben presentar un arreglo y distribuci6n dentro del labo

ratorio de acuerdo al flujo continuo de actividades y materiales que la té~ 

nlca de micropropagación impone. 

Las instalaciones requeridas en cada una de estas ~reas son: 

a) Area de lavado de materiales y preparación de medios. 

a. f. Instalación de agua potable. 

a.2. Instalación de drenaje. 

a.3. lnstalac!On de gas. 

a.4. Instalación de corriente eléctrica monof!slca 117 V. 

b) Cuarto de siembra aséptica. 

Esta !rea debe estar ubicada de tal fonna que se encuentre libre tanto 

de corrientes de aire como del tr!nslto de personas para disminuir al mbi

mo el riesgo de contamlnaci6n. 
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Las instalaciones m4s usuales dentro de esta &rea son: 

b. l. Corriente eléctrica 1110ilof4slca 117 V. 
b.Z. Corriente eléctrica trlf4slca 220 V. 
b.3. lnstalacl6n de gas. 

e) cuarto de lncubacl6n o c&ura de crecimiento. 

En esta &rea es importante el controlar las condiciones ambientales CJ! 
rno luz, temperatura y hlllledad relativa; asl como también debe ser una 4rea 
solo accesible al personal estrlct11111ente necesario. 

Las Instalaciones necesarias dentro de esta 4rea son: 

c.1. lnstalacl6n de corriente eléctrica 117 V. 
c.2. Sistema de cl!matlzacl6n. 

d) l\rea para almacenamiento de materiales y reactivos. 

Esta 4rea debe estar bien ventilada, fresca y seca; poseer buena llum.!_ 
nación pero sin que la luz solar incida directamente sobre la estanterla. 

La lnstalacl6n requerida es esta 4rea es: 

d.1. lnstalacl6n de corriente el~ctrlca 117 V. 
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lll.1. ENUMERAC!ON DE LOS PASOS EN LA TECNICA DE MICROPROPAGAC!ON 

El proceso de mlcropropagaciOn para varios tipos de plantas y exp!an-
tes, comprende 4 etapas generales a saber: 

1.- Etapa de adaptaciOn aséptica. 

2.- Etapa de multiplicac!On "In vitre". 

3.- Etapa de enraizamiento "In vitre". 

4.- Etapa de adaptac!On a suelo. 

Para cubrl r estas etapas es necesario observar una serle de pasos que 
enumerados en secuencia ordenada son: 

A.- Selección de las plantas donadoras. 

B.- Tratamientos previos a la micropropagaclón de las plantas donado
ras. 

C.- Preparación de los medios de cultivo. 

D.- Lavado y esterilizado de las plantas o porciones donadoras de te
jido. 

E.- DlsecclOn del tejido. 

F.- Siembra del explante. 

G.- Desarrollo de los explantes en la c3mara. 

H.- PreparaciOn de los medios de cultivo para transferencia. 
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1.- Transferencias "ln vltro". 

J.- Transferencias a tierra o suelo de las plantas obtenidas "In vl-
tro11. 

111.2. EQUIPO Y MATERIALES REQUERIDOS PARA CADA UNO DE LOS PASOS 

Para realizar adecuadamente cada uno de los pasos mencionados en el 
punto lll.1., son requeridos equipos y materiales de los cuales se dan a -
continuación una relación: 

Pasos A. y B.- Selección de las plantas donadoras y Tratamientos previos a 
la mlcropropagaclón. 

1.- Invernadero, túneles plásticos o locales donde aislar 

plantas. 
2.- Equipo para control de temperatura. 
3.- Equipo de fumigación. 

4.- Sistema de riego. 
5.- Herramientas manuales para agricultura. 

6.- Fungicidas, bactericidas e insecticidas. 

Paso C.- Preparación y esterilización de medios de cultivo. 

1.- Reactivos: Sales !norg!n!cas y sales org8nlcas, de las 

cuales se da una relación completa en la Tabla l. 
2.- Balanza Analltlca y Granataria. 

3.- Potenciómetro. 
4.- Destilador. 

5.- Parrilla. 

Paso D.- Lavado y esterilizado de plantas y/o porciones donadoras • 

. 1.- Agua destilada. 
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2. - Agua destl lada estéril. 
3.- Hipoclorlto de calcio. 
4.- Tween 20. 
5.- Alcohol etllico Industrial. 
6.- Embudos de flltracl6n r8pida. 
7 .- Papel filtro de poro grueso. 
s.- Vasos de precipitados 250 y 500 mi. 
9.- Reloj cronliEtro con alarma. 
10.- Gasa estéril. 
11 .- Papel secante estéril. 
12.- Cajas petrl o vasos de precipitados. 
13.- Campana de flujo laminar o Area estéril. 

Paso E.- Disecci6n del tejido. 

1 .- Campana de flujo laminar o A rea de trabajo bajo condi-

ciones estériles. 
2.- Pinzas para diseccl6n. 
3.- Agujas de dlseccl6n. 
4.- Blsturles y agujas de dlseccl6n. 
5.- 2 Mecheros de gas. 
6.- 2 Mecheros de alcohol. 
7 .- Gasa y algod6n. 
8.- Alcohol etllico industrial. 
9.- Cubrebocas y gorros quirúrgicos. 
10.- Microscopio estereosc6plco. 
U.- Cajas petri estériles. 

Paso F.- Siembra del explante. 

1 .- Ci!lllPana de flujo la11lnar o ~rea estéril. 

2.- Pinzas de dlseccl6n. 
3.- Agujas de dlseccl6n. 
4.- Frascos con Rcllo de cultivo (estériles}. 
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5.- Gorros y cubrebocas quirúrgicos. 
6.- Mecheros de gas o alcohol. 
7 .- Materiales blol6glcos esterilizados. 

Paso G.- ColocaclOn de los frascos con el inOculo en la c!mara de 
crecimiento. 

1.- Estanterla metallca, madera o cristal. 
2.- L!mparas de luz blanca fria de 40 watts (SI im Line o -

Gro Lux). 
3.- Bastidores o bases para la colocaclOn de las IAmparas. 
4.- Reloj de periodos. 
5.- Balastras y arrancadores para las l!mparas. 
6.- Termómetro de m!xlmas y mlnlmas. 
7.- HlgrOmetro. 
B.- Sistema de el lmatizaclOn. 

Paso H.- PreparaclOn de medios de cultivo para transferencia "in vl-
tro11. 

Para real Izar este paso se requieren los elementos enilsta
dos en e 1 paso 11 611

• 

Paso 1.- Transferencias "in vltro". 

Para las transferencias "in vitro" se requiere de los ele-
mentas mencionados en los pasos "E y F". 

Paso J.- Transferencia a tierra de las plantas mlcropropagadas. 

Para este paso se requiere de una serie de elementos que 9! 
tlcen la mAs alta cantidad de prendimiento de las plantas -
producidas "In vitre" a condiciones de suelo. 
Los elementos requeridos son: 
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1. - 1 nvemadero. 
2.- Bolsa de pUstlco negro agrlcola cal lbre 600-800 (va-

rlos ta111anos). 

3.- Bolsas de pUstico transparente (varios tamanos). 

4.- Agrollta, vermlcullta grado hortlcola, arena de tezon
tle y de rlo, tierra org4nlca, estiércol procesado de 
vaca o borrego. 

5.- Generador de vapor. 

6.- Tina o bancal con tuberla conductora de vapor. 
7 ;. Lona. 

8.- Fertilizantes. 

9.- Nebullzador. 

10.- Slste111a de riego. 

11.- Plaguicidas. 

12.- Herramientas agr[colas manualos. 

El equipo y materiales enumerados hasta este momento comprende los e-

le!T!ente:s 1d6neos que deben i.ntegr=.r un !aboiatorio 2 invernadero dedicado a 
la producción de plantas micropropaga<laz, pero debido a que el costo de ad

quisición de varios de estos elementos resulta muy elevado, en un capitulo 

posterior se sugerirán algunas sustituciones que con un poco de práctica -

pueden dar tan buen resultado como los equipos de patente. 
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IV.1. CLASlFlCAClON PRACTICA DE LOS MEDIOS DE CULTIVO 

Un medio de cultivo es una solucl6n en la que son proporcionados aque
llos elementos y substancias que requiere un organismo o tejido para mante
ner alguna o todas sus funciones blo16g1cas. 

Un aspecto Importante de la nutrlcl6n en condiciones de cultivo "in v.!. 
tro" es que en la mayor parte del proceso y mientras que no se genere un -
sistema "radicular" funcional, los tejidos se van a nutrir por dlfusl6n, lo 
cual establece dos caracterlstlcas de SUlll!I importancia que deben poseer los 
nutrimentos: 

1) Estar disponibles en forma altamente solubles, lo mas puros qulml
camente y en las cantidades adecuadas. 

2) Las formas l6nlcas que se establezcan en el medio diluido sean de 
f4cll asimllacl6n y traslocaci6n dentro de los tejidos. 

Los tejidos vegetales -al menos en su fase de adaptacl6n al cultivo • 
"In vitro", y dependiendo de su tamano y grado de dlferenclacl6n- van a CD!!'. 
portarse de manera heter6trofa; raz6n por la cual es necesario tomar en - -
cuenta en la planeacl6n y elaboracl6n de los medios la partlclpaci6n de su~ 
tanelas lnorg4nlcas, vitaminas, az~cares, amlno4cldos, substancias regulad~ 
ras del crecimiento vegetal y en algunos casos extractos de frutas y levad!!_ 
ras. 

Los medios de cultivo para mlcropropagaci6n pueden ser clasificados de 
acuerdo a los siguientes criterios pr4ctlcos: 

1) Composlc!On qulmlca. 

2) Consistencia o matriz de dlfus!On. 

3) PatrOn morfogfnlco. 
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4) Finalidad. 

1) Claslflcacl6n de medios de cultivo de acuerdo a su composlci6n qulmlca. 

Dependiendo principalmente del tipo de sales y las cantidades en que -
se encuentren constituyendo el medio de cultivo existen los medios b&slcos 
y los llll!dlos ricos en sales. 

Los medios b!stcos son menos concentrados y/o con menor tipo de sales 
que los medios ricos. 

2) Claslficacl6n de los medios de cultivo por su consistencia o matriz de 
dlfusi6n. 

Seg6n esta claslflcacl6n los medios pueden ser l!quldos o sólidos. 

Los medlos 1 !quidos se presentan como soluciones acuosas; por lo regu
lar necesitan permanecer en constante agitación para que el explante reciba 
una buena aireación. Este tipo de medio es empleado tanto en fases de adap
tación como en fases de multlpllcacl6n por ruta embriogénica, (Davls y Ba-
ker, 1977). 

Los medios l!quldos han sido ampliamente utilizados para la producción 
de células en suspensión y para la obtención de metabolltos secundarlos. 

Los medios s61ldos varfan en su grado de dureza dependiendo de la con· 
centracl6n a la que se agregue el agar. El rango de empleo de este constit!!_ 
yente varia del 0.6S al 1 .oi peso/volumen. 

Los medios s6lldos son l'tllpleados en casos en los que la lnducci6n a la 
organogénesis y/o la orlentaciOn o polaridad del explante es primordial pa
ra obtener una determinada respuesta blol6glca. 

El medio s611do es qulz!s el mas ampliamente utilizado debido a su fa-
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el lidad de manejo y a que no requiere de equipo adicional -como agita(·---
res-, también permite detectar contaminaciones fungosas o bacterianas r3pi
damente. 

3) Clastflcacl6n segQn el patr6n morfogénlco. 

Esta claslflcacl6n esta basada principalmente en las rutas de produc-
cl6n celular o tisular que son la ruta ellbrlogénica y la ruta organogénlca. 

La ruta embriogénica es aquella en la cual se Induce al explante a la 
produccl6n de una masa celular conocida como "cal lo", en la cual no existe 
una organizaci6n estructural del tejido. Este callo es posteriormente llev! 
do a condiciones de cultivo que pennltan la formaci6n de estructuras proern
brlonarlas y embrionarias que a su vez daran origen a pl3ntulas de origen -
somattco. De aqul que los medios empleados con estos fines pueden ser clas.!_ 
ficados como medios para embriogénesis o desdiferenciaci6n. 

En la ruta organogénica el explante es inducido a producir estructuras 
perfectamente organizadas como brotes y ratees o bien pl3ntulas completas -
sin pasar por estadios desdlferenclados, de aqul que los medios empleados -
en este proceso puedan ser clasificados como medios para organogénesis o d.!_ 
ferenciac16n. 

4) Clasificaci6n de los medios segQn su finalidad. 

SegQn la finalidad para Ja que es destinado un medio de cultivo, se -
puede establecer la siguiente claslftcaci6n: 

Medio de adaptación, medio de multlplicaci6n, medio de enraizamiento y 
medio de conservación. 

Los medios de adaptación esUn destinados a cubrir las necesidades del 

tej Ido o explante en el mc.ento en que es transferido de su contexto planta 
a las condiciones "In vltro•. Son llll!dlos en los que las sales esUn en ba--
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jas concentraciones y algunas de las veces se recomienda no emplear regula
dores del crecimiento vegetal. Estos medios son empleados por pertodos rel! 

-' tlvamente cortos (2-6 semanas). Como su nombre lo Indica sirven para pennl
·tlr al tej Ido adaptarse a las condiciones de cultivo "In vitre" y a reponer. 
se del choque que le ocasionan los procesos de lavado, desinfectado y dlseE_ 
Cl6n. 

Los medios de 11111ltlpllcacl6n se caracterizan por ser ricos en sales y 
por estar presentes sustancias reguladoras del crecimiento vegetal que pro
mueven la dlvlsl6n celular como cltoclnlnas y auxlnas combinadas. Este tipo 
de medios pueden ser tanto l lquldos cOlllO s6lldos y pueden estar basados ta.!)_ 
to en una ruta embriogénica como organogénlca, pero su caracterlstlca fund! 
mental estriba en su capacidad de multlplicaci6n de blomasa. 

Los medios de enraizamiento tienen como objetivo la generación de ral
ees en las pl&ntulas obtenidas "in vltro". En este tipo de medios la conce_!l 
tracl6n de sacarosa por lo regular es m&s baja que en !os medios de multl-
pl icacl6n y en frecuentes ocasiones se encuentra la adlcl6n del &cido Indo!_ 
but!rlco. Algunas veces también se reporta el empleo de altas intensidades 
de luz ( 10,000 lux) que en combinacl6n con bajas concentraciones de sales -
Inducen la proliferacl6n de ralees, (Hynelman, Hasegawa y Bressan, 1962). -

Los medios de conservacl6n est&n destinados a detener dentro de lo po
sible, el desarrollo de los tejidos o de las pUntulas, pero sin menoscabo 
de sus cual ldades fislol6glcas. En este tipo de medios las pl!ntulas pueden 
pennanecer "suspendidas" por periodos de varias semanas. 

IV.2. COMPONENTES DE LOS MEDIOS DE CULTIVO 

Un medio de cultivo empleado en mlcropropagacl6n contiene los siguien
tes tipos de cOlllpOnentes: 

Compuestos lnorg6nlcos, compuestos org6nlcos, complejos org6nlcos, ma
triz del medio y otros factores. 



Compuestos lnorg~nicos. 

Este grupo de nutrimentos esta constituido por los macronutrimentos y 
los mlcronutrimentos. 

En el conjunto de los macronutrimentos se encuentran aquellos elemen-
tos que la planta requiere en grandes cantidades como el nltr6geno, el f6s
foro, el potaSlo, el calcio, el magnesio y el azufre. 

El nitr6geno es proporcionado en forma de NH4No3, KN03 o en forma de -
Ca(N03)2 • 

El potasio es proporcionado por el KCl, el KN03 y el KH2Po4 
El f6sforo es proporcionado por el KHzP04 o el NaHzP04 • 

El azufre es suministrado en forma del radical sulfato en los siguien
tes compuestos: MgS04, que también satisface la demanda de magnesio, el 
Mnso4, Cuso4, Znso4 y Feso4 los cuales cubren también las necesidades de n1.!_ 

croelementos. El CaC1 2 y el Ca(N03)2 proporcionan calcio, (Murashlgue Y 
Skoog, 1962). 

Los mlcronutrlmentos son aquellos elementos que las plantas superiores 
requieren en pequeñas cantidades para su nutrición, y entre éstos se encue.!!_ 
tran el Fe, Mn, Zn, Bo, Cu, Co, Mo y Cl. 

El fierro lo proporciona el Feso4, el manganeso el Mnso4, el cinc el -
znso4, el cobalto el coc12, el molibdeno el NaMoo4 y el boro el H3ao3, (Mu
rashlgue y Skoog, 1962). 

Compuestos Org!nlcos. 

En este·grupo estan comprendidos aquellos compuestos de origen org!nl
co Indispensables para la nutrición vegetal. Entre estos se encuentran: 

1.- Azocares o fuentes de carbono. 
2.- Vitaminas. 
3.- Amlnolcldos. 



4.- Substancias reguladoras del crecimiento vegetal. 

1.- Azocares o Fuentes de Carbono. 

Entre los azocares mh comunmente empleados eri mlcropropagacl6n se en
·cuentra la sacarosa, la cual es adicionada en un rango que oscila entre 20 
y 30 grs. por cada litro de me<Ho. Otra azocar empleada, qunque con menor -
frecuencia que .la anterior, es la glucosa la cual es an«dlda en una concen
tracl6n que oscila entre los 20 y 40 grs. por cada litro de medio. El myo-
lnosltol es agregado a los medios de cultivo como factor de crecimiento a -
una concentracl6n de 100 mg/lt. Existen pocos casos reportados en los que -
es empleada la dextrosa como fuente de carbono, (Dodds y Roberts, 1985). 

2.- Vitaminas. 

Las vi tamlnas mas ampl lamente uti l lzadas en micropropagaclón compren-
den a las hldrosolubles del complejo B cuya función general es la de servir 
como coenzimas de procesos catal!ticos, (Lehninger, 1970). Estos compuestos 
son adicionados al medio en concentraciones muy peque~as que oscilan en el 
rango de 0.1 mg/lt a 0.4 mg/lt. 

Las vitaminas m~s comunmente utilizadas son: tiamina (91), !cido nico
tlnico (nlacina) y plrldoxina (86), (Murashigue y Skoog, 1962). En algunos 
reportes se menciona el empleo del ~cldo para amlnobenzoico, del acldo as-
córblco el cual es agregado también por su capacidad antioxidante, as! como 
la b!otina o vitamina H, el clorhidrato de colina, el actdo f611co, el pan
totenato de calcio, la rivoflavlna y la clanocobalamlna, (Sklrvln y Chu, -
1979). 

3.- Am!no!cldos. 

En la mayorla de los reportes se menciona a la Glicina como el Onlco -
amlno!cldo empleado, aunque edsten algunos otros trabajos en los cuales se 
Indica el empleo de varios amlno6cldos, como es el caso del llledlo Norstog -
para embriones de cebada cultivados "In vitre". 
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En otros casos cuando es necesaria una fuente suplementaria de NltrOg!!. 

no se recomienda el empleo de hidrollsado de caselna, el cu!! esta constlt.!!_ 

Ido por un total de 18 amlno&cldos. Otros amlno&cldos que han demostrado t!!. 
ner un efecto positivo en el desarrollo de los tejidos cultivados "In vl--
tro" son el acldo L-asp&rtlco, la L-asparglna, el &cldo L-glutamlco, la L
glutamlna y la L-arglnlna, (Dodds y Roberts, 1985). La L-metlonlna tiene un 

efecto favorable en el desarrollo de los tejidos cultivados "In vltro" lnd.!!_ 

clendo la slntesls de etlleno, el cual propicia la maduraclOn de los Orga-
nos vegetales, (Oodds y Roberts, 1985). 

4.- Substancias reguladoras del crecimiento vegetal. 

En este grupo de compuestos se tiene la siguiente claslflcac16n: 

Substancias promotoras y Substancias lnhibldoras del crecimiento vege-
tal. 

Substancias promotoras del crecimiento vegetal. 

En este tipo de substancias se encuentran 3 géneros a saber: Auxinas, 
citocininas y glberellnas, (Salisbury, 1957). 

La mayorla de los cultivos "in vltro" tienen un requerimiento primor-

dial de las auxinas y citocininas. Las giberel !nas son empleadas solo en C! 
sos muy especlflcos. 

Auxinas.- Son substancias reguladoras del crecimiento vegetal relaci~ 
nadas con la estructura lndol del &e Ido ·1ndolacétlco y cuyo efecto blol6gl

co esta directamente implicado en la slntesls de enzimas hidrolttlcas de P! 
red celular. Estas substancias participan en el proceso de elongac!On celu
lar en el brote y la vacuol lzacl6n en general, (Devlln, 1976). 

Las substancias con efecto audnlco mas c011Umiente usadas en mlcropro

pagacl6n son el lcldo lndolacétlco, el leido naftalenacétlco, el leido In--
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dolbutlrlco y el leido 2,4-dicloro fenoxiacético. Esta Oitlma es una auxina 
que al ser aplicada en una concentraci6n de 0.2 - 2.0 mg/I es muy efectiva 
para la induccl6n a la prollferaci6n de "callo". El leido lndolbutlrlco es
ta reportado como una auxlna .con una fuerte inducci6n a la formacl6n de ra.!_ 
ces. El !cido naftalenacétlco es adicionado en concentraciones que van de -
0.1 a 2.0 mg/l y es una auxlna sintética que no esta sujeta a oxldaci6n en
zim!tlca como su analogo el leido Indo! 3-acético, siendo ampliamente utll.!_ 
zada en mlcropropagaci6n. 

Cltocininas.- Este grupo de substancias esta relacionado estructural
mente con las purlnas. El efecto de las citocinlnas es el de pr01110ver la d.!_ 
visi6n celular, (Devlin, 1976). 

Dentro de las citocininas las mas usuales son la cinetlna, la bencll -
adenina, la zeatina y la isopentenil adenina. 

La cinetina y la bencil adenina son sintéticas, mientras que la zeati
na y la isopentenll adenina son de ocurrencia natural. Existe en ia leche -
de coco ia difenil urea que es un factor que tiene efecto citocinlnico, ( 
Dodds y Roberts, 1985). 

Giberel!nas.- Las gibereiinas comprenden un grupo aproximado de 50 -

substancias que estan relacionadas con ia estructura de gibano. El efecto -
en. que estan implicados estos promotores es en la diferenciaci6n celular y 

el crecimiento secundario, (Devlin, 1976). 

En cultivo de tejidos vegetales no es frecuente encontrar reportada la 
utl lizaci6n de las giberel inas aunque cuando se mencionan solo se emplean -
el AG3, AG4 y el AG7 • El AG3 ha sido empleado en el cultivo de meristemos 
(More! y Muller, 1964) y en la diferenciaci6n de pl!ntulas obtenidas de b~ 
tes en el cultivo "in vltro" de fresa, (Ada111s, 1972). 

substancias inhibidoras del desarrollo vegetal. 
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Este tipo de substancias es raramente aplicada a Jos medios de cultivo 

destinados a mlcropropagacl6n ya que su efecto es lnhlbldor del desarrollo. 
Dentro de las substancias inhlbldoras se encuentra el etlleno y el 4cldo -

absclslco. 

El etl lena esU lntlmamente relacionado con el catabol 1 smo de L-metlo
nina y esU Implicado en procesos de 111aduracl6n. 

El 4cldo absclsico esta lntl-nte relacionado con Ja ruta de slnte-
sts del 4cldo glbel'fllco; probable111ente Ja ramiflcacl6n que desvla la sin-

tests hacia uno u otro lado este regulada por medio del fltocromo. El 4cldo 
absclslco esU implicado en procesos de senectud y calda de Organos. La ac
tividad absclsica se ve suspendida por la apllcaci6n de cltocinlnas. En cu! 

tlvo de tejidos vegetales ha sido aplicado este kido con fines de investl
gaci6n para dilucidar su mecanismo de acci6n, (Devlln, 1976). 

Matriz del Medio. 

Como ya se lndic6 con anterioridad los medios pueden ser liquidas o s~ 

lides. 

En Jos medios liquidas el tejido puede mantenerse flotando en el medio 

o bien el canal de di fusi6n puede establecerse a través de un puente de pa
pel fl 1 tro sobre el cual se hace descansar el explante. 

En los medios s61idos o semis6lldos la matriz de dlfusl6n la constitu
ye el agar-agar, el cual puede estar a una concentración de D.6 - t .o t. pe

so/vol. Los agares comerciales contienen una serie de impurezas org!nlcas e 

lnorg4nicas que no son especificadas en Ja etiqueta; raz6n por la cual se -

recomienda emplear agares especiales para cultivo de tejidos. 

Extsten algunos reportes que infol'llln de la sustitución del agar por -

un copoll11ero de almld6n, (Cook, 1977). 
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Complejos Org3nlcos. 

En este grupo de substancias quedan comprendidas extractos naturales -
crudos de frutas, plantas y mlcroorganlSlllOs. 

Entre los coq>lejos mas ampliamente utilizados se tienen: el jugo de -
jlt01Mte, el puri de pUtano, el agua de coco, el extracto de levadura, el 
hldrollzado de caselna, el Jugo de naranja y el de pina. De la lista ante-
rlor es el agua de coco uno de los complejos organlcos mas empleado ya que 
una vez esterll Izada en autoclave presenta una gran actl vldad e ltoclnlnlca 
debido a la liberacl6n de dlfenll urea, (Jacobs, 1979). La concentracl6n a 
la que se emplea este suplemento es de 10 a 15 1 volumen/volumen. 

El hldrollzado de caselna es otro suplemento reportado en la composl-
ci6n de medios de cultivo. Este compuesto aporta 18 amino4cidos en el medio 
y se ha comprobado su efectividad al promover el desarrollo, (Klein y - -
Klein, 1970). 

Para el cultivo de protocornos de orquldea se emplea el puré de pl4ta
no verde a una concentración de 150 grs/I de medio, logr4ndose una alta pr~ 
1 i feracl6n de estas estructuras. 

Otros Factores que Constituyen a los Medios de Cultivo. 

Otros factores que Intervienen en la composición de los medios de cul
tl vo son: 

El factor osmótico. 
El agua. 
Carbón actl vado. 
Antioxidantes. 

El factor osm6tlco y el agua. 
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La capacidad de las células vegetales de disponer del agua del medio 

la determina la diferencia en la concentraclOn de sales en la soluclOn In-

terna de la c~lula y la concentracl6n de las sales en el medio. Esta dlfe-

rencla detenntnara un gradiente de dlfusl6n de agua que sera directamente -

proporcional al grado de diferencia de concentracl6n y tendr4 un sentido de 

flujo de menor concentracl6n a Nyor concentraclOn de sales. 

Los componentes del medio que afectan la preslOn osm6tlca son el agar 

y/o los azocares y algunos compuestos no metabólicos adicionados como regu

ladores de la presión osm6tica COlllO el 111anltol y el sorbltol. Un factor de

tennlnante en la disponibilidad de agua es la concentraclOn del agar ya que 

una de las caracterlstlcas del estado coloidal es la lmblblclOn del agua -

dentro de las mi celas del gel. 

El agua empleada en la elaboraclOn de un medio de cultivo deber~ ser -
bldestilada y deslonlzada. 

El carbón activado y los antioxidantes. 

Otro elemento que con cierta frecuencia es adicionado al medio de cul

tivo es el carbón activado, el cual sirve como una trampa para recoger subE_ 

tanelas contaminantes soltadas por los tejidos del medio. un efecto adicio

nal del carbón es el oscurecimiento del medio, lo cual es probable que est.!_ 
mule el enraizamiento. 

Debido a las lesiones ocasionadas en Jos explantes a la hora de reali

zar su disecciOo se generan reacciones de oxidación desencadenadas por per~ 

xldasas y deshldrogenasas motivo por el cual se hace necesario con cierta -

frecuencia anadir substancias que eviten este fenOmeno. Entre estas substa!l, 

clas se encuentra el &cldo cltrlco el cual es adicionado a una concentra--
cl6n de 1 a to mg/I, (Hurtado y llerlno, 1987). 

IV.3. PREPARACION DE LOS llEOIOS OE CULTIVO 
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La preparacl6n de los medios de cultivo comprende los siguientes pa---
sos: 

t) Pesado de reactl vos. 

2) Preparacl6n de soluciones Stock. 

3) Preparacl6n del llledlo de cultivo 

4) Callbracl6n del pH. 

5) Agregacl6n del agar. 

1 
6) Envasado. 

7) Esterilizado de los frascos con medio de cultivo. 

1) Pesado de reactivos. 

Para la realizacl6n del pesado de reactivos se recomienda observar las 
siguientes precauciones: 

a) Emplear balanzas perfectamente calibradas y niveladas, con el me-
nor rango de error posible y con el grado de senslbl l ldad adecuado 
al peso por determinar. 

b) Emplear sales con el grado de hidrataci6n·adecuado. 

c) Verificar que las sales no hayan sufrido alteracl6n alguna debida 
a malas condiciones de alma~enaje. 

d) Una vez realizada la determlnacl6n de pesos se debe limpiar, ce--
rr1r, guardar y proteger el equipo de medlcl6n para evitar al mb! 
lllO su deterioro. 
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Para el pesado de reactivos se requiere el siguiente equipo y materia-

les: 

1.- Sales !norgln!cas. 

2.- Com¡iuestos orgAnlcos. 

3.- Balanza analftlca. 

4.- Balanza granatarla. 

5.- Espatula grande y pequena. 

6.- Papel al1111ln!o. 

7.- Brocha de pelo suave. 

8.- Franela ! Impla. 

2) Preparacl6n de soluciones Stock. 

Una solucl6n Stock es aquella en la que se encuentra concentrada una 
substancia varias veces y que puede ser utilizada gradualmente tomando las 

al! cuotas correspondientes. 

Las precauciones que deben observarse en este paso son: 

a) Hacer Jos c~lculos adecuados que pennitan tener la cantidad neces~ 
ria de reactivo por volilmen de soluc!6n. 

b) En caso de que una solucl6n contenga mas de un reactivo, disolver 
perfectamente un reactivo antes de agregar el siguiente. 

e) Preparar cantidades de soluciones Stock calculando que serlo cons.!!_ 

midas en un lapso no mayor a 30 dlas después de su elaboración. 

d) Al111«cenar 1 as soluciones Stock en condiciones de refrlgeracl6n y -
en frascos color llllbar. 

e) lticer revisiones per16dlcas de las soluciones Stock, con el fin de 
descartar aquellas en las que se detecte la aparlcl6n de hongos o 
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bacterias. 

f) SI se van a disolver dos o mas substancias, poner aquéllas que no 
reaccionan entre si para evitar que se fol"llll!n compuestos lnsolu·-
bles. 

Para la preparacl6n de soluciones Stock se requieren los siguientes "'! 
ter U les: 

1.· Sales lnorglnlcas y COlllj)IH!Stos orglnlcos. 
2.- 11 frascos de 250 mi color lmbar con tap6n. 
3.- Agua bldestllada y deslonlzada. 
4.- Refrigerador. 
5.- Probetas de 250 mi. 
6.- Pipetas volumétricas o graduadas de 1 mi. 

A continuación se dA una lista de los reactivos empleados en el medio 
de Murashlgue y Skoog, debido a que este es uno de los medios de cultivo -
mas completo y con mucha frecuencia utilizado como punto de partida para u
na gran mayorla de especies vegetales sometidas a micropropagac!On. 

Oesarrollo: De Ja tabla 1 pesar de cada uno de los reactivos enllsta
dos en ella la cantidad correspondiente a la columna correspondiente a - -
"Reactivo concentrado en mg". 

Una vez pesadas las sales diluirlas en agua bldestllada y deslonlzada 
en los volGmenes Indicados en el' procedimiento de preparación de soluciones 
concentradas. 
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Tabla 1, Medio Murashlgue y Skoog rico en sales. 

Reactivo mg/l Factor de Reactivo 
1111ltlpl1cact6n concentrado 

en mg. 

(NH4)N0
3 

1650.000 8250.0 
KN03 1900.000 5 9500.0 
CaC12 ·2H20 440.000 10 4400.0. 

Mgso41H2o 370.000 10 3700.0 
KH2Po4 170.000 10 1700.0 
Feso4 ·1H20 27.800 10 278.0 
Na EOTA 33.600 10 336.0 
MnS04 ·4H2o 22.300 10 223.0 
ZnS04 ·1H20 8.600 10 86.0 
H3ao3 6.200 10 62.0 
Kl 0.630 20 16.6 
Na2M004 ·2H20 0.250 100 25.0 
CuS04 ·5H20 0.025 1000 25.0 
CoC1 2 .6H20 0.025 1000 25.0 
Myo-lnosltol 100.000 10 1000.0 
Acldo Ntcotlnlco 0.500 20 10.0 
Plrtdoxina H.cl 0.500 20 10.0 
Tlamlna H.cl 0.100 100 10.0 
Glicina 2.000 10 20.0 
Klnetlna 10.000 10.0 
ANA 10.000 10.0 
AIA 10.000 10.0 
2,4-0 10.000 10.0 
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Procedimiento p1r1 la prep1racl6n de soluciones concentradas. 

Solucl6n "A". 

Pesar 8250 rng de (NH4)N03 y 9500 111!1 de KN03• Diluir ambos en 250 mi de 
agua bldestllada deslonlzada. 

Solucl6n •e•. 

Pesar 4400 rng de c1c1 2 "2H2o y diluirlos en 100 mi de agua bldest1lad1 
deslonluda. 

SoluclOn "C". 

Pesar 25 mg de CoCl 2 '6H2o y diluirlos en 100 mi de agua bidestilad1 -
desionizada. Tomar 2 mi de esta soluciOn y agregarlos a los 98 mi de agua -
bldestilada desionizada donde se diluyen 16.6 mg de KI para completar 100 
mi de soluciOn concentrada "C". 

Soluc16n 11 011
• 

Para la preparaciOn de la soluciOn "O" pesar 25 mg de Na2Moo4 y dilui.!:_ 
los en 10 mi de agua bidestilada desionizada, de estos 10 mi de soluci6n tE_ 
mar 1 mi y agregarlo a los 99 mi de agua donde se di luyen 1700 mg de KH2Po4 
y 62 mg de H3eo3 para completar 100 mi de solucl6n "O" concentrada. 

Soluci6n 11 E11
• 

Pesar 25 rng de cuso44H2o y diluirlos en 100 mi de 1gu1 bidestll4d1 -
deslonlzada, de esu soluclOn t01111r 1 mi y agregarlo a los 99 •l de agua -
bldestllada y deslonlzada donde se diluyen 3700 119 de MgS0¡7H2o, 223 mg de 

MnS04 y 86 rng de Znso4 "7H2o para completar 100 mi de soluci6n concentrada -
•E•. 
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Solución "F". 

Diluir 278 rng de Feso4 "7H2o en 50 rnl de agua bldestllada y des Ioniza-

da. Poner a entibiar la solución. 

Diluir 336 mg de Na2 EDTA en 50 ml de agua bldestllada y deslonlzada. 

Poner a entibiar la solución. 

Vertlr una solución sobre la otra y agitar hasta obtener una solución 

color amar! l lo-anaranJado. 

Soluciones concentradas de compuestos organtcos. 

Solución 1. 

Pesar 1000 rng de mlo-lnosltol y diluirlos en 100 ml de agua bldestlla

da desionlzada. 

Solución 11. 

Pesar 20 mg de 6cido Nlcotlnlco y di lulrlos en 100 ml de agua bidestl

lada deslonlzada. 

Solución 111. 

Pesar 20 mg de Clorhidrato de Plrldoxlna y diluirlos en 100 mi de agua 

bidesti lada y des ionizada. 

Solución IV. 

Pesar 10 mg de Clorhidrato de Tlamina y diluirlos en 100 mi de agua b! 

destilada y deslonlzada. 

Solución V. 

Pesar 20 rng de Glicina y diluirlos en 100 mi de agua bldestllada desl2. 
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nizada. 

Soluciones concentradas de substancias reguladoras del crecimiento ve

getal. 

Para la preparaclOn de soluciones concentradas de substancias reguladE_ 

ras del crecimiento vegetal es recomendable pesar 10 mg de la substancia y 

diluirlos en 10 mi de agua bldestiladar deslonlzada para facilitar su dllu
clOn sucesiva 1/10 y obtener concentraciones de 1 mg, 0.1 mg, 0.01 mg, etc. 

del regulador. 

Para diluir el Acldo lndolacético, el !cido naftalenacétlco, el !cldo 

indolbut!rico y el !cldo 2,4-0icloro fenoxtacétlco se debe emplear alcohol 

et!llco al soi . 

Para diluir la 6-Bencll adenlna y la clnetlna se debe emplear una sol!!_ 

ciOn al 0.1 ll de KOH, la cual ser! añadida poco a poco hasta lograr la dis2. 

lución de la cltoclnlna en cuestión y aforando a 10 mi con agua bldestllada 

deslonlzada. 
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3) Preparacl6n de los medios de cultivo. 

Para la preparacl6n de los lll!dios de cultivo se requieren los siguien

tes materiales y equipo: 

1.- Soluciones concentradas A, B, C, D, E, F, 

s.R.c.v. 
2.- Sacarosa. 
3.- Agar-agar. 

4.- Solucl6n KOH y HCI (0.1 N). 

s.- Soluciones Buffer pH 4.0 y pH 7 .o. 

6.- Pipetas de 10, 5 y 1 mi. 

7.- vasos de precipitados de 1 a 3 1:. 
8.- Potencl6metro. 
9.- Agitador con parrilla eléctrica. 

10.- Autoclave. 
11.- Frascos gerber de desecho. 

12.- Papel aluminio extragrueso. 
13.- Ligas. 

14.- Matraz aforado o probeta de 1 1. 

1, 11, 111, IV, V y 

El primer paso para la preparacl6n de medios es tomar de las soiucio-
nes concentradas los siguientes volllmenes por cada litro de medio a prepa-

rar: 

Sol. A 50 mi 
Sol. B 10 mi 

Sol. e 5 rnl 

Sol. D 10 mi 

Sol. E 10 mi 
Sol. F 10 •l 
Sol. 1 10 •l 
Sol. 11 5 111 

Sol. 111 5 •I 
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1 mi Sol. IV 
Sol. V 10 1111 y 

Solucl6n concentrada de S.R.C.v ••• Vol(llllenes proporcionales a. la con-
centracl6n a probar o utilizar, partiendo de la solucl6n concentrada 10 119/ 
10 111. 

•) Callbrac 16n del pH 

5) Agregacl6n del agar 

6) Envasado 

7) Esterilizado de los frascos con medio de cultivo. 

A contlnuaclOn del paso 3) 

• En una probeta de 1000 ml agregar 250 mi de agua bldestllada deslo
nlzada e lr aftadlendo los vol6menes lndlcados de cada una de las s~ 
luciones concentradas. 

- Una vez que se han aftadldo las soluciones concentradas anadir ana-
dlr la sacarosa y disolver por medio de agltaclOn; en este punto a
aforar aproximadamente a 980 ml. 

• Anadlr las S.R.C.V. 

• Aforar a 1000 mi. 

• Ajustar. el pH a 5.6 agregando KOH o HCI (0.1 N) respect1v1111e11te. 

• Vertlr el litro de medio en un vaso de precipitados. 

- Calentar el litro de medio y agregar el agar-agar lent-nte, al • 



mismo tiempo que se agita la soluclOn. 

- Disolver el agar hasta que la soluclOn quede color 4mbar transpare~ 
te. 

- Poner de 25 a 30 mi de medio en cada frasco gerber. 

- Tapar con papel aluminio los frascos gerber, sujetando el papel con 
una liga. 

- Poner los frascos gerber con medio en la autoclave y esterilizarlos 
a 1 Kg/cm2 de preslOn durante 15 minutos. 

- Dejar enfriar la autoclave antes de sacar los medios para evitar -
cambios bruscos de presiOn dentro de los frascos con medio. 

Precauciones: 

a) No dejar hervir y subirse el medio de cultivo en el momento de di
solver el agar-agar el cual debera quedar perfectamente disuelto. 

b) Sel lar bien los frascos con el papel aluminio, sin dejar arrugas -
en el borde de la boca del frasco para evitar una posterior conta
minaciOn. 

e) No esterilizar los medios par mas de 15 minutas a 120 ªe para evi
tar que se caramel leen la sacarosa y el agar. 
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CAPITULO V 

PllEPARACIOll Y DISECCIOll DEL EXPl.MTE 

V.1. CRITERIOS OE SELECCION DE LAS PLANTAS DONADORAS. 

V.2. TRATAMIENTOS DE LAS PLANTAS DONADORAS PREVIOS A LA 

MI CROPROPAGAC ION. 

V.3. TIPOS OE EXPLANTES QUE PUEDEN SER MICROPROPAGADOS. 

V.4. SELECCION DEL EXPLANTE. 

V.S. LAVADO Y OES!NFECCION DEL EXPLANTE. 

V.6. DISECCION OEL EXPLANTE. 

V.7. OBTENCION OE CADA UNO OE LOS DIVERSOS TEJIDOS. 



V. 1. CRITERIOS DE SELECCION DE LAS PLANTAS DONADORAS 

Para seleccionar las plantas donadoras de explantes se deben tener pr! 
sentes los siguientes criterios: 

1.- Las plantas deben ser portadoras de las caracterlsticas tipo. 

2.- Debe existir referencia de su capacidad de regeneración o prollf! 
ración. 

3.- Deben ser plantas que presenten una buena productividad. 

4.- Las plantas deben presentar resistencia o tolerancia a las prlnc.!_ 
pales plagas o enfermedades. 

5.- Las plantas deber!n haber recibido las pr!cticas culturales ade-
cuadas. 

6.- No se deber! permitir que las plantas tengan una productividad ni 
de brotes ni de frutos abundante en el ciclo anterior a la colec
ta de explantes, (Hartman y Kester, 1975). 

En la pr!ctlca resulta dificil poder controlar todos los criterios an
tes mencionados; pero es muy Importante, al menos, controlar los 4 prlme--
ros, ya que de esto depender! en gran medida el propagar a los Individuos ~ 
decuados. 

V.2. TRATAMIENTOS DE LAS PLANTAS DONADORAS PREVIOS A LA MICROPROPAGACION 

En varias ocasiones es necesario tener bajo tratamiento y/o observa--
ción a las plantas de las cuales se van a tomar los explantes debido a las 
condiciones fltosanitarlas o a la deficiencia en técnicas de cultivo a que 
han estado sometidas. 
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En otros casos el tratamiento se aplica con la finalidad de inducir a 
la planta a una mayor producci6n de brotes o ramas "In situ" con el objeto 
de disponer de un nOmero mayor de explantes para micropropagar, o bien el -
tratamiento puede estar encaminado a elevar el porcentaje de seguridad en -
la certtficaci6n de las condiciones sanitarias y de 1 ibertad de enfenneda-
des en las plantas obtenidas "In vitro". 

Los tratamientos de las plantas donadoras previos a la micropropaga--
pueden ser agrupados en tratamientos flsicos y tratamientos qulmicos. 

Dentro de los tratamientos qulmicos se tienen: 

Aplicaci6n de plaguicidas, fungicidas y/o bactericidas. 
Apl icaci6n de antibióticos. 
Apl icaciOn de ferti l lzantes y reguladores del crecimelnto vegetal. 

Dentro de los tratamiento flsicos est~n: 

La Tennoterapia. 
El Fototratamlentoi. 
Las Podas. 

Aplicación de plaguicidas, fungicidas y bactericidas. 

Este tratamiento debe ! levarse a cabo cuando se detecta la presencia 
de insectos chupadores o masticadores en la superficie del vegetal o cuando 
se tiene la sospecha o existe la evidencia de ataque por hongos y/o bacte-
rias. 

En el caso de fungicidas y bactericidas existen los denominados de con 
tacto y los slstfmlcos: estos Oittmos son capaces de eliminar a los mlcroo! 
ganiSmos alojados en los sistemas de conducción y en diversos tej Idos lnte! 
nos de la planta. 
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Es recomendable apl !car este tipo de tratamientos tomando las siguien

tes precauciones: 

a) Llevar a cabo las aplicaciones necesarias que garanticen la supre

sión del agente pat6geno. 

b) Darle tletnpo a la planta par1 que pueda eliminar el qu!mico y no 

Introducir variables no controladas a la hora de estar mlcropropa

gando. 

c) Observar las Indicaciones en cuanto a doslflcaclOn, métodos de a-

pi lcaclón y controles que el fabricante especifique. 

AplicaciOn de antibióticos. 

En este tipo de tratamientos es necesario observar las precauciones S! 
~aladas en la apl icaci6n de fungicidas y plaguicidas. Es necesario hacer i!1_ 

caplé en dejar recuperar a la planta el tiempo suficiente para eliminar el 

antibiótico y/o cualquier efecto residual que derive de su aplicación. 

AplicaciOn de fertilizantes y/o sustancias reguladoras del crecimiento 

vegetal. 

Cuando las plantas donadoras de explantes no han recibido las técnicas 

culturales adecuadas pueden presentar slntomas de carencia nutrlclonal. lo 

que hace Imperativo el someterlas a un tratamiento de fertillzacl6n y vlgo

rlz1clOn. 

El programa de fertll lzaci6n debe ser elaborado de acuerdo a 1 t lpo de 

plantas que se est& elllj)leando, a la edad de la pl1nta y a la disponlbll !dad 

de fertl llzantes. 

En 1lgunos casos es necesario aplicar 1dem.!s de los fertilizantes S.R. 

c.v. p1r1 Inducir 1 llS yemas 1 brotlr 1ntes de tiempo o ccmpenstr contenl-
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dos Mrmonales Internos deficientes debido a la falta horas frie. 

Tratamientos flslcos. 

En algunas ocasiones es posible aplicar estlmulos flslcos como luz y 

calor para obtener una respuesta detennlnada que favorezca el comportamien
to de los tejidos "In vltro". 

Termoteraplas. 

Este tlp~ de tratamiento se aplica a plantas en las cuales se tiene 
sospecha o existe la evidencia de cuadros vlrosos y consiste en someterlas 
a una temperatura de 40-42°c durante varios dlas (7-14 dlas) para reducir -
la tasa de multlpllcact6n de los virus y darle tiempo al merlstemo de ale-
jarse de las zonas Infestadas, (Hartman y Kester, 1975). 

Fototratamiento. 

Este tipo de tratamiento se aplica con frecuencia a semillas en el mo
mento del disparo de la germinaci6n y principalmente se basa en mantener -
creciendo a estas plantas en condiciones de obscuridad para que los cloro-
plastes no se diferencien y de esta manera poder inducir a los tejidos a la 
producci6n de callo una vez que son cultivados "in vitre". 

La poda puede ser considerada como un tratamiento previo a la mlcropr~ 
pagacl6n cuando es efectuada con el fin de inducir a las yemas axll tares a 
brotar para poder disponer de un ntlmero mayor de yemas o mertstemos para -
ser mlcropropagados. 

V.3. TIPOS DE EXPLANTES QUE PUEDEN SER MICROPROPAGADOS 

En teorla cualquier tejido vegetal que estf constituido por cflulas -
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que contengan protoplastos puede ser micropropagado. En la practica es m4s 
f&cil trabajar con tejidos cuyo grado de dlferenclaci6n se semeje al del t! 
jldo parenqultll.ltico, es decir tejidos en Jos que las c&lulas presenten las 
Siguientes caracterlsticas: 

Una relacl6n nOcleo/citoplaSllll grande, 

paredes pri111rias delgadas ni lignificadas y 

poco grado de vacuolaclOn. 

A la fecha se han utilizado explantes de toda la planta y en todos los 
estados de desarrollo, lo que ha permitido la siguiente claslflcacl6n: 

Cultivo "In vttro" de yemas. 

Cultivo "In vltro" de merlstemos. 

Cultivo "in vitre" de peciolos. 

Cultivo "In vttro" de hoja. 

Cultivo "in vttro" de tallo. 

Cultivo "In vltro" de embriones. 

Cultivo "In vltro" de cotiledones. 

Cultivo "In vltro" de anteras. 

Cultivo "in vltro• de ovarios, 

Cultivo "In vltro• de polen. 
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Cultivo "In vltro• de relz. 

En ttn11lnos generales el procedimiento para el cultivo "In vltro" de -

cad1 uno de los tejidos u Ól'\llROS antes 111enclonados no difiere mucho entre 

si; encontrandose lis diferencias .as slgnlflcathas en lo que respecta a -

la fo .... de dlsectar ti tejido, el tipo y cantidad de S.R.C.Y. adicionados 

al medio, la untldld de luz aplicada en la d111r1 de crecimiento y a la t

poc:a de col teta de 1 expl 1nte. 

V .4. SELECCIOll DEL EXPLANTE 

Uno de los· principales problemas a que se enfrenta el investigador - -
cuando empieza a trabajar con una especie no reportada, es el de elegir el 

e.plante o los explantes que cultivar!. Los criterios que pueden en un 1110-

mento dado dar la respuesta a esta pregunta son: 

1. El objetivo que persigue al micropropagar dicha especie. 

2. La observac!On de las técnicas empleadas en los sistemas tradicio

nales de propagación de dicha especie lo cual Indicar! cuales son los teji

dos con !a mayor capacidad regenerativa. 

En caso de tratarse de una especie silvestre la cual se pretende prop! 
gar; la observacl6n de su comportamiento reproductor en el habltat natural, 

.seguramente dara alguna pauta para elegir el explante adecuado para proce-

der a su mlcropropagacl6n. 

En la actualidad son cerca de un millar de especies en las que se ha -

practicado y esUblecldo la técnica o técnicas de 111lcropropagacl6n. Esto 1!!! 
plica que se dispone de literatura en donde se especifica el medio l!ftlPIH-

do, el tipo ·c1e e•plante cultivado, condiciones de esterlltzacl6n, lncub1--

cl6n y de tr1nsfel'tftCl1 1 suelo. · 

Resulta de s-. l111POrtancl1 aclarar cuales son los criterios que dete! 
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minan la elección de un explante lo cual est! en función del objetivo pers~ 

guido. A continuación se da una lista de los diversos tipos de explantes y 

los resultados obtenidos al mlcropropagarlos: 

Grano de polen.- Célula gallétlca masculina, se han obtenido plantas -
haploldes en las cuales se han realizado cruzas de celulas somat1cas por 111!. 
dio de la tecntca de fuslOn de protoplastos. 

Ovocélulas.- ce1u1a galllétlca f-nlna; el cultivo "In vltro" de este 

tipo de explante esta en proceso de lnvestlgacl6n. 

Merl stemos cau 11 nares. - Se reporta su empleo frecuentemente cuando se 

pretende producir masivamente plantas libres de vlrosls. 

~·- Ampliamente utl l Izadas en la mlcropropagacl6n de di versas es

pecies con el fin de obtener producciones masivas de plantas. 

Yemas con porciones de tallos.- Empleados frecuentemente en la prodUE_ 

ci6n de plantas por la ruta organogénlca; de aqul que el número de plantas 

obtenidas por explante no sea muy grande. 

Embriones.- Se reporta su empleo sobre todo para la producclOn de • -

pi antas libres de vi ros is con el fin de obtener patrones clona les sanos. • 

También son muy utilizados en la técnica de microinjerto, ya que por medio 

de esta técnica se acortan Jos tleMPOS de germtnaclOn y de lnjertaci6n, al 

mhmo tiempo que se eleva la calidad fitosanltarla de las plantas. 

Peciolos, tallos y hojas.- Son et11pleadas en la producción masiva de -

plantas ya sea siguiendo la vla organogenlca y/o la embriogénica. Las plan

tas producidas a traves de estos tipos de explantes estan 1 lbres de hongos 
y bacterias, pero no elimina los virus cuando estan presentes en las plan-

tas donadoras. 

~·- se ha reportado que con la sIE!lllbra de estas estructuras se 
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han obtenido plantas tanto haploldes como dlploldes, dependiendo del tejido 
del cual surja la prollferacl6n. 

V.S. LAVADO Y DESINFECCIOH DEL EXPLMiTE 

Para el lavado y deslnfeccU!n de la superficie del explante se han pr~ 
bado v1rlos tipos de detergente y agentes desinfectantes. 

Entre los detergentes que mejor resuludo han dado se encuentran los • 
"blodevradables• como el extran ya que no dejan residuos. 

En caso de no disponer de este tipo de detergente se pueden emplear d! 
tergentes comerciales previamente diluidos, pero siempre y cuando el enjua
gue del material se haga de manera profusa. 

Con respecto a los agentes desinfectantes empleados en el esterll Izado 
de los explantes se tienen dos ampliamente reportados: 

a) El hipoclori to de sodio. 

b) El hipoclorito de calcio. 

El hipoclorlto de sodio es empleado con menor frecuencia que el de ca.!_ 
cio debido a que es contaminante, sin embargo se puede utilizar teniendo • 
cuidado en no sobreexponer a los tejidos. 

El hipoclorlto de calcio es el agente desinfectante mas utilizado ya • 
que no lesiona tanto como el anterior a los tej Idos y no es tan contaminan

te. 

El alcohol etfllco acidificado a un pH 2.0 es tambl6n un poderoso ger
micida solo que posee una gran capacidad de penetr1cl6n en los tej Idos, ra
z6n por 11 que el explante no puede ser expuesto a este agente por lds de • 

dos 1111nutos. 
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Ya sea que se emplee uno u otro agente desinfectante con un tl~o de e!!_ 

plante detennlnado, las variables que deben ser tomadas en cuenta son: 

1) ConcentraclOn del agente desinfectante. 

2) Tiempo de exposlc16n del explante al agente desinfectante. 

3) Consistencia y grado de madurez del explante. 

1) ConcentraclOn del agente desinfectante y 

2) Tiempo de exposlc!On del explante al agente desinfectante. 

El rango mas frecuentemente reportado en la utilización del Ca(CIO) va 
del 21 al 101. Para detennlnar el punto Optimo de concentraciOn dentro de -
este rango se procedera de acuerdo a un ensayo "prueba y error" teniendo en 
cuenta las siguientes precauciones: 

a) Una vez desinfectado y sembrado el explante no debe aparecer cent~ 
mlnación en la base del tejido o en las zonas de la Interfase ex-
plante-medio de cultivo. 

b) El tratamiento resultara drastico cuando el tej Ido empiece a per-
der su caracter!stlco color verde, lo que lmpl lcara una sobredosis 
del agente desinfectante o una sobreexposlclón; entonces se proce
dera a bajar la concentraclOn del desinfectante o a disminuir el -
tiempo de exposlc!On. 

Se puede establecer como "regla general practica" que dosis menares al 
2.51 de Ca(CIO) y tiempos de exposición menores a 10 minutos resultan Insu
ficientes. 

A continuaclOn se ddn algunos lllétodos de lavado y deslnfectaclOn de e!!_ 
plantes: 

55 



\ó 

Método Nº1 (para porciones con trlcomas y/o muy sucias): 

1.- Lavar con detergente las porciones donadoras. 
2.- Enjuagar de 4 a 6 veces con agua corriente. 
3.- S1111erglr las porciones donadoras en Ca(CIO) al 51 durante 20 mln!!_ 

tos. 
4.- Enjuagar 4 veces con agua destl Jada. 
5.- Sumergir las porciones donadoras en alcohol etlllco al 701 duran-

te 1 minuto. 
6.- Sumergir las porciones donadoras en Ca(CIO) al 7 .51 durante 20 m! 

nutos. 
7 .- Enjuagar 4 veces con agua destl Jada estérl 1 y en !rea estéril. 

Método Nº2 (para porciones donadoras con una gran cantidad de tr!comas, o -
muy cerosas o con muchas part!culas de tierra adheridas): 

1.- Lavar con detergente y un cepillo de ~erdas suaves. 
2. - Enjuagar profusamente con agua corriente. 
3.- Sumergir la porción donadora en Ca(CIO) al 7.SS mas tween 20 al -

IS durante 20 minutos. 
4.- Enjuagar 4 veces con agua destilada. 
5.- Sumergir en Ca(C!O) al 101 mas tween 20 al 11 durante 20 minutos. 
6.- Enjuagar con agua destilada estéril 4 veces y dentro del area es-

téril. 

Método NºJ (par~ porciones de plantas que se han desarrol J ado en ambientes 
controlados o con tejidos suaves poco serosos o tejidos muy fr! 
giles): 

1.- Lavar con detergente. 
2.- Enjuagar con agua corriente. 
3.- lrnersl6n en alcohol etllico a! 70I durante 1 minuto. 
4.- 1-rS16n en Ca(CJO) al 2.51 durante 20 111lnutos. 
S.- Enjuagar con agua destilada estéril y dentro del !rea esterll. 
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V.6. OISECCION DEL EXPLANTE 

Este paso es qulzas el que mayor habll ldad manual y practica demanda -

debido a que algunos de los tejidos e1111>leados son tan pequenos (O. 1 11111-1.0 
11111) que es necesario dlsectarlos en el 11lcroscoplo estereoscópico. 

Otro aspecto muy Importante en la obtencl6n del tejido es el conocer -

las caracterlstlcas anatómicas, hlstolllglcas y cltol6glcas de éste, ya que 
en algunos casos como en el cultivo "In vltro" de los merlstemos para la o~ 
tencl6n de plantas libres de virus es Indispensable sembrar unlcamente este 
tejido para evitar la contam!nacl6n vlrosa que pudiera acarrearse en los t! 

J idos pr6xlmos a U, 

son: 

Las precauciones que deben ser observadas en la disección del tejido -

a) Hacer el menor n!lmero de cortes posibles. 

b) Hacer cortes prec 1 sos, 

c) Emplear herramientas adecuadas y bien afiladas. 

d) Realizar los cortes de manera rápida para evl tar la oxidación y -
deshldratacl6n. 

e) Olsectar el tejido en "seco" para evitar la difusión de virus por 
medio del agua. 

f) Obtener el o los tej Idos bajo el área aséptica una vez que la por

cl6n donadora ha s Ido pl'l!Vl-nte lavada y. des Infectada. 

g) flamear frecuel\temente el lnstf'llllental de disección para prevenir 
al max1nio el riesgo de conta11ln.icl6n. 
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V.7. OBTENCION DE CADA UNO DE LOS DIVERSOS TEJIDOS 

Obtencl6n de yemas. 

Las yemas pueden ser apicales o axilares. Las yemas apicales siempre -
estan ubicadas en el extremo distal de una rama mientras que las yemas axi
lares estan localizadas en el hueco que forma un peciolo o una hoja en el -
punto donde se une al tallo. 

Existe otra claslflcacl6n en la que se establece una dlstincl6n entre 
yemas follares o vegetativas y yemas florales o reproductoras. Las yemas f~ 
1 tares son responsables de la produccl6n de tal los y las. yemas florales son 
las que van a diferenciarse en flores. 

la yemas también pueden ser clasificadas de acuerdo a su estado de ac
tividad fislol6glca pudiendo ser divididas en yemas en latencia y yemas ac
tivas. Las yemas en latencia son aquellas en las que Ja actividad flslol6g.!. 
ca de crecimiento esta completamente inhibida y las yemas activas son aque
llas en las que el proceso de crecimiento y dlferenclacl6n est4n plenamente 
manifiestos. 

Las yemas estan constituidas por los primordios follares que envuelven 
al tejido merlstem4tlco. 

En mlcropropagacl6n se pueden emplear yemas apicales o axilares y aun
que en ra mayor!a de Jos casos en que se pretende producir plantas masiva-
mente se escogen las yemas fo! lares, también es posible producirlas de ye-
mas florales poco diferenciadas. 

En algunas plantas herb4ceas como el clavel, las yemas axilares local! 
zadas hacia el extremo basal del tallo no responden a las condiciones de -
cultivo "In vltro" como Jo hacen las yemas ubicadas en la regl6n media y -
distal; Incluso se llega a presentar una atrofia anat6nllc1 en las ye1111s ba
sales que se denota por un aplanamiento. 
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En el caso de algunas yemas con trlcocnas como en el rosal, durazno, 
manzana, fresa y crisantemo, es necesario esmerar al mhlmo el proceso de -
lavado y esterilizado de los explantes para evitar contamlnacl6n en el me-
dio de cultivo. 

Cuando las yemas tienden a oxidarse r&pldamente después de ser lava--
das, esterilizadas y dlsectadas, pueden aftadlrse al medio de cultivo &cldo 
cltrlco (O. 1-10 1119/l) como antioxidante. 

A contlnuacl6n en la figura 1 se Ilustra la ublcaclOn y apariencia de 
yemas axl lares y apicales de rosal. 
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Figura 1. OBTENCION DE YEMAS APICALES Y AXILARES OE ROSAL. 

1.- Porción distal de una estaca de rosal. 
2.- Fragmento de estaca con yema axilar una vez que ha sido 

retirada la hoja. 
J.- Yema axilar con la porc!On de:tal lo con la cual sera -

sembrada en el método de yema con porción de tallo. 
4.- Aplce caulinar. 
s.- Yema apical. 
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Obtencl6n de merlstemos. 

Como su nombre lo Indica el 111erlstl!lllO es un tej Ido Implicado en la ac
tividad de dlvlsl6n celular. Este tejido es altamente especializado; tenle.!!. 
do como funciones la produccl6n de nuevas c6lulas que serln Incorporadas 11 
eje de la planta y el perpetuarse asl •lsllO COllO llll!rlstt!llO, (Esau, 1965). 

El crecimiento primario esta directamente relacionado con los merlste· 
mos apicales, tanto caulinar cOllO radicular; Siendo el resultado de este • 
crecimiento el Incremento de la superficie de contacto de la planta con el 
aire, el suelo y eventualmente la fol'!laclOn de estructuras reproductivas. 

El camblum es un tej Ido merlstem3tlco Implicado en el Incremento del • 
volumen del sistema de conduccl6n y en la formacl6n de células de soporte y 
protecclOn. El crecimiento secundarlo es el resultado directo de este lncr! 
mento. Tanto los merlstemos apicales como el camblum pueden mostrar fluctu! 
clones estacionales en su actividad merlstemltlca. 

La claslflcaclOn mas comQn de los merlstemos se basa en la poslcl6n -
que éstos ocupan en la palnta agruplndolos en merlstemos apicales y merlst! 
mos latera les. 

Los merlstemos apicales estln localizados en tas puntas o lplces de r! 
mas y ralees. Los merlstemos laterales estan ubicados de manera paralela al_ 
o a los lados del Organo del cual surgen, (Esau, 1965). 

Los merlstemos también pueden ser clasl flcados en primarios y secunda· 
rlos; clastftcact6n basada en la naturaleza de las células que dan origen a 
los tejidos merlstemltlcos; de aqul que los primarios son aquellos que der!, 

van de c6lulas elllbrtonartas y que siempre se mantienen en relact6n con et -
crecimiento, mientras que los •rlstaos secundarlos son aquellos que deri
van de cllulas que una vez han pertenecido a tejidos diferenciados o madu-· 
ros se revierten a una actlvldld •rlste.auca, (Esau, 1965). 
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Existe otro tipo de merlstemo denominado Intercalar el cual se caract! 
riza por ser un tejido de activo crecimiento primario ubicado entre tejidos 
mas o menos diferenciados. Ejemplos de este tipo de merlstemo se encuentran 
en los entrenudos y las cubiertas de las hojas de monocotlledoneas, (Esau, 
1965). 

Las caracterlstlcas clto16glcas de los 11er1Stet110s son variables pero -
en tfrmlnos generales se pueden mencionar las siguientes: 

1) Poseen un bajo contenido de retlculo endopllsmlco. 

2) La estructura interna de las mltocondrlas es muy sencilla. 

3) El grado de vacuolaclOn es pequeno o nulo. 

4) Ausencia de paredes secundarlas y llgnlna. 

5) Durante la etapa de dlvlslOn activa de las células carecen de ln-
cluslones erghtlcas. 

6) Los plastldlos se encuentran en estadio de proplastldlos. 

7) Son células con uria gran actividad metabOlica, mostrando una fuer
te reacclOn a peroxldasas. 

8) Son células lsodlamétrlcas ricas en citoplasma, (Esau, 1965). 

Todas estas caracterlstlcas consideradas de lndlferenclaclOn resultan 
de gran utilidad en mlcropropagaclOn ya que en términos generales se puede 

decir que a uyor grado de dlferenclacl6n y especlallzacll!n cltol6glc1, u
yor dificultad para que los tejidos se adapten y respondan a condiciones de 
cultivo "In vltro•. 

En mlcropropag1cl6n se et1Pl11n los diversos tipos de tej Idos •rlltlll! 
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tlcos que existen; pero los mas cOlllin y ampliamente utll izados son los me-
rlstemos apicales; sobre todo cuando se pretenden obtener plantas "libres -
de algQn tipo de vlrosls". 

El merlstemo apical caulinar esta contenido dentro de la yeN apical y 
su dlseccl6n puede variar en grado de dificultad dependiendo del t41114fto del 
merlstemo, la fase en que ~ste se encuentre, el momento fislol6glco en que 
se localice la yema, en la ausencia o presencia de trlcomas y en la dlspos.!_ 
cl6n de las hojas que confonnan a la ye11a. 

En general para dlsectar el merlstemo es necesario observar las sl---
gulentes precauciones: 

a) Conocer la anatomla del 11erlstemo en cuestl6n, en cada una de sus 
fases (lrea mlxlma y area mlnlma). 

b) Hacer el menor nllmero posible de cortes. 

c) Obtener el merlstemo en seco, para evitar la difusión de virus. 

d) Emplear el menor tiempo posible en la disección del merlstemo para 
evitar su desecacl6n. 

e) Orientar al meristelllo en el momento de la siembra "in vltro" para 
favorecer el desarrollo: pues en este tejido es importante la poi! 
rldad. 

En las figuras 2, 3 y 4 se esqueniatlzan los pasos sucesivos para la o!!. 
tencl6n de merlstemos a partir de ye11as apicales y axilares. 
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Figura 2. OBTENCION DE MERISTEMOS DE CLAVEL PROVENIENTES DE YEMAS 

AXILARES. 

1, 2, 3.- Cortes en el proceso de aislamiento del merlstemo. 

4.- Aspecto del merlstemo de clavel. 
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Figura 3. OBTENCION DE MERISTEl«lS DE CLAVEL PROVENIENTES DE YEMAS 

APICALES. 

1, 2, 3.- Pasos en el proceso de aislamiento del merlstemo 

del clavel. 
4.- Merlstemo de clavel proveniente de una yema 

apical. 
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Figura 4. OBTENC!ON DE MER!STEMOS DE CRISANTEMO A PARTIR DE YEMAS 

APlCALES. 

1, z •• Pasos en el proceso de aislamiento de merlstemos 

de crisantemo. 

3.- Aspecto del merlstemo de crisantemo con un par -

de primordios. 
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Obtención de explantes de peciolo. 

Exl ste una gran slmi 1 itud entre los tejidos primarios del tallo y del 

peciolo, siendo muy marcada en la estructura de la epidermis. 

El parénquima fundamental del peciolo es simi"iar al tejido cortical -
del tallo en cuanto al arreglo de las células y el nGmero de cloroplastos. 

Los tejidos de soporte en el tallo son el colénquima y el esclerénquima, -

los cuales son similares en cuanto a disposición y estructura con los del -

tallo. El tejido vascular de los peciolos de diferentes plantas muestran u

na variación considerable en la distribución, (Esau, 1965). 

La presencia de células parenquimUicas, epidérmicas y corticales ha-

cen del peciolo un explante de fkl 1 adaptación y óptima respuesta a las -
condiciones de micropropagaclón. 

En algunas plantas ornamentales como la Violeta africana es posible su 

. propagación "In vltro" empleando como explantes porciones de peciolos. La -

obtención de los explantes de peciolo no lmpl lea mayor dlflcul tad ya que -

las porciones que se emplean oscilan entre 2 y 4 mm de espesor, (Cooke, 

1977). 

Las precauciones que se deben observar en la obt~nción de este tipo de 

explantes son: 

a) EmpJ~ar herramientas bien afiladas para evitar se magullen los te

jidos a la hora de real izar el corte. 

b) Respetar la orientación del tejido en el momento de la siembra "in 

vltro" para facilitar el transporte de substancias. 

c) No lesionar a los explantes para evitar reacciones de oxidaci6n. 

d) Flamear frecuentemente las herramientas de disección para reducir 

67 



al m3xlrno el riesgo de contamlnacl6n. 

En la figura 5 se esquematiza la forma de obtener explantes de peciolo 
de hoja de Violeta africana. 
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Figura s. OBTENCION DE EXPLANTES PROVENIENTES DE PECIOLO DE HOJA 

DE VIOLETA AFRICANA. 

1, 2.- Proceso de obtención de explantes de .peciolo 

de hoja. 

3.- Explante de peciolo. Espesor a~roximado de -

3-4 nlll. 

Es Importante respetar la polaridad de este explante. 
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Obtenci6n de explantes de tallos. 

Los tallos en su estadio primario de desarrollo muestran una división 

en nudos y entrenudos, división que resulta de la forma en que se originan 

tas hojas en el brote apical y del crecimiento del eje que porta las hojas. 

En el brote apical Jos primordios follares surgen en continua sucesión 

to que da la apariencia de una superposición de discos, en tos cuales se -

pueden localizar una o más hojas. Posteriormente en ta base de cada disco -

se da un desarrollo que separa a los discos entre si, (Esau, 1965). 

los tejidos que constituyen al talio son el tejido fundamental, el te

jido vascular y el tejido d~rmico; siendo los tejidos fundamentales y dérm.!_ 
cos los .Que poseen células con una gran capacidad regenerattva. 

Son varias las especies que se pueden propagar "in vitre" por exptan-

tes de tallo siendo uno de los casos más comunes el del tabaco. 

En algunas ocasiones es necesario que la porción sembrada corresponda 
a ta zona del nudo con et fin de que la yema o yemas axilares que éste pe-

sea se desarrollen en brotes; mientras que de la porción del entrenudo se -

genere un callo y/o ralees adventicias, como es el caso del cultivo de yema 

.de rosal con porción de tallo. 

En la abtencl6n de explantes a partir de tallos se recomienda observar 

las siguientes precauciones: 

a) Emplear herramientas adecuadas y bien afiladas que permitan hacer 

los cortes sin dañar las proporciones de tallos. 

b) Cortar tos fragmentos de tallo de un tamaña que garanticen su des! 

rrollo "In v!tro" (3 11111 de espesor mlnlmo) pues cuando las porcio

nes son pequenas 1 legan a morir en la fase de adaptacl6n. 
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c) Al igual que en otros casos en los que se empJean tejidos maduros 
y completamente diferenciados se recomienda someter a las plantas 
donadoras a un pretratamiento con qulmicos para reducir al mlnilllO 
la posibilidad de contaminaci6n o infestación por agentes sistél'ftl_!. 
cos. 

d) Realizar los cortes en seco y flameando las herramientas frecuent! 
mente. 

En la figura 6 se esquematiza la forma de obtener explantes a partir -
de tal lo de tabaco • 

. · 
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Figura 6. OBTENC!ON OE EXPLAllTES OE TALLO OE TABACO. 
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Obtención de explantes de hoja. 

La hoja definida como el apéndice lateral" principal nacido del tallo, 

usualmente contiene los mismos sistemas de tejidos que el tai'Io, es decir, 

el tejido dérmico, el vascular y el fundamental. 

El tallo y la hoja difieren en aspectos relacionados con Jos patrones 

de crecimiento y el arreglo de los tejidos. La hoja muestra un crecimiento 

apical determinado en comparación con el crecimiento indeterminado apical -

del tallo. La diferencia estructura! esU relacionada a su vez con la espe~ 

c i ali zac i.6n de cada uno de estos dos órganos; s 1 endo en la hoja la abundan

cia de la superficie externa, el parénquima esponjoso, la abundancia de c!E_ 

roplastos y la disposlci6n del tejido vascular un Indicativo de la adapta-

clón de este 6rgano a la fotos!ntesls, (Esau, 1965). 

Algunos Investigadores enfatizan la similitud entre el tallo y la ho-

ja, señalando la capacidad de esta Oltlma de producir ralees adventicias y 

tejido secundarlo a partir del cambium vascular cuando son puestas en cond_I_ 

clones apropiadas de cultivo. 

Al igual que el empleo de pec!olos para micropropagación las hojas de

ben ser maduras pero sin ser hojas muy viejas. Otra precaución muy importa~ 

te es que" ¡a hoja no debe presentar lesiones. En caso de emplearse hojas -

con abundancia de tricomas o bien hojas que proceden directamente de plan-

tas cu! ti vadas en el campo, se deben extremar las condiciones de lavado y -

desinfección. 

Al momento de disectar los explantes de hoja, e~ recomendable no Ies!E_ 

narlos por Ja parte del haz o del envés por exceso de presión con las herr! 

mientas y cada explante dei,erá poseer un fragmento de nervadura central y -
de nervadura secundarla, (Start y Cunrning, 1976). 

En la figura 7 se esquematiza la forma de obtener explantes de hoja de 

Violeta africana. 
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: :gura 7. OBTENCION DE EXPLANTES DE HOJA DE VIOLETA AFRICANA 

1.- Aspecto general de la hoja de Violeta Africana. 
2.- Corte del borde dentado de la hoja y del pec!o

lo. 
3.- Corte longitudinal a lo largo de la nervadura -

central y cortes transversales. 
4.- Aspecto del explante de hoja con una porción de 

nervadura principal y nervadura secundaria. 
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Obtención de embriones. 

El resultado de la fusión de un anterozoide con la ovocélula es la fo! 

mación de un cigoto, en el cual se restituye la condición diplolde. 

Este cigoto constituido en la fase inicial por una sola célula; sufre 

transformaciones anatómicas, fisiológicas y bioqulmicas como consecuencia -

de la multiplicación mltótica de esta célula cigótica inicial; dando como -

resulado los diversos estados embrionarios que dan las configuraciones co

nocidas como: globular, torpedo y ar!Honado. En.cada una de las configura-

clones anteriores, las cuales determinan un estadio del desarrollo embrion2_ 

rio, se destacan necesidades nutricionales diferentes, necesidades que son 

mas complejas en cuanto que el embrión es mas inmaduro. 

Una vez que el embrión se desarrolla y se forman los rudimentos merls

tematicos tanto caulinar como radicular y el endospermo es absorbido por -

los cotiledones o cotlied6n las necesidades nutricionales quedan reducidas 

a un mlnimo .. Esta condición nutricional queda claramente manifiesta en la~ 

laboraci6n de medios para cultivo "in vitre" de embriones; siendo mas com-

plejos los cultivos en cuanto m~s inmaduros sean tos embriones. 

Cuando se micropropagan plantas partiendo de embriones es muy importa,!! 

te definir la fase de desarrollo en que seran tomados, pues esto aparte de 

determinar necesidades nutricionaies, también implicara pasos diferentes P! 

rala disectación de estos tejidos. 

En la obtención de embriones que provienen de semi! las maduras se rece 

mienda seguir los siguientes pasos: 

t) Lavar con jabón las semi! las y enjuagar con agua corriente en abu,!! 

dancia. 

2) En caso de que la semilla presente testas duras como en el chabac! 

no y' durazno, es~arificar mecanicamente para obtener la almendra. 
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3) Emplear el método Nº2 de lavado y desinfectado de porciones donad~ 
ras de tejldp mencionado en el lnclso V.5 • 

. 4) 'Remojar las semillas deslnfestadas en agua destilada estéril con 

el fin de ablandar la .testa Interna. 

5) En condiciones de total asépsla. retirar la "cascarilla" y separar 

los cotlledones para dejar expuesto el embrión. 

6) Olsectar el embrión tratando de evitar 1 leve tejido coti ledonario 

adjunto. 

7) En el cultivo de embriones empleando la ruta organogén.lca es impo.!:. 

tante sembrar respetando la ·polaridad natural de este tej ldo. 

En la figura 8 se l lustran los pasos para la obtención de embriones de 

chabacano y durazno. 
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Figura 8. OBTENCION OE EMBRIONES DE CHABACANO Y/O DURAZNO. 

1.- Aspecto general de la semilla de durazno. 

2.- Almendra de la semi! la de durazno una vez 
realizada la escarificación mecfoica. 

3.- Embrión de durazno una vez. que ha sido r! 
tirado de entre los cotiledones. 
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Obtención de anteras. 

Las anteras junto con el fllamento son estructuras fllogenétlcamente -

muy avanzadas. La antera se localiza en el extremo del filamento y es una -

estructura biloculada y tetraloculada, aunque puede variar en el número de 

lócu'los. 

Los tejidos fundamental y conectivo de Ja antera son parenqulmatlcos -

pero muestran una gran especlalizaclón en las zonas contiguas a las células 

esporogénlcas formando las capas parlentales del mlcroesporaglo. 

La pared de la antera puede variar en el número de capas y se forman a 

través de una serle de dlvislones paralelas a la perHerla del lócuto de la 

antera. Las capas parienta les estan ontogénicamente relacionadas al tej ldo 

esporogénlco. Por debajo de la dermis de la antera se .localiza el endote--

clo. La capa parienta! mas interna corresponde al tapetum cuyas células se 

caracterizan por protoplastos que se tiñen densamente y que poseen núcleos 

muy grandes, (Esau: 1965). 

El estadio en que debe ser dlsectada y sembrada la antera, varia de u

na especie a otra, pero siempre tiene que ser antes de que las paredes se -

deshidraten y se lleve a cabo la dehiscencia del polen. 

En la mayorla de los casos la antera es disectada antes que el botón -

floral se abra, lo cual implica hasta cierto punto Ja ausencia de gérmenes 

en Jos tejidos epidérmicos de esta estructura. 

Las precauciones que deben tomarse en cuenta en la obtención de ante-

ras son: 

a) Determinac,lón del· tamaño del botón floral en el cual el estadio de 

desarrollo de la antera sea el óptimo para los objetivos de la ml

cropropagaci6n. 
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b) Lavado y des infestado del botOn floral con el método N°3 enunciado 
en el lnctsó V .s. 

c) Dlsecci6n de la antera en condiciones de total asepsia. 

En la figura 9 se ilustra la forma de obtener anteras. 
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Figura 9. OBTENC!ON DE ANTERAS DE LA FLOR DE TABACO. 

1.- Aspecto general de la inflorescencia del 
tabaco. 

2.- Bot6n floral antes de la apertura del -
callz y la corola. 

3.- Aspecto de los verticilos mas Internos -
del bot6n mostrando anteras y ovario. 

4.- Antera de tabaco. 
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Obtención del polen. 

El grano del polen pasa por diversas fases de desarrollo antes de al-

canzar la madurez anatOmica '1 fisiológica siendo los siguientes los princi

pales estadios: Célula madre ~l polen, diada, tetrada, microespora joven y 

microespora madura o grano de polen. 

Cada una de las fases anteriores se caracteriza por rasgos anatómicos 

y flslol6glcos que pueden variar de una especie a otra. 

Los rasgos anatómicos mas comunes son: 

Célula madre del polen. El tejido arquesporial se div.lde en dos veces 

consecutivas dando como resultado la aparición de 4 células de las cuales 3 

degeneran y 1 queda funcional correspondiendo a al célula madre. En esta f! 

se las células madres se localizan en un sincltio en el que los nuc¡eos pa_r:: 

tlclpan de un citoplasma COlllÚn. 

Diada. En esta fase las células madres sufren una división reduccio-·

nal que da como resultado la aparición de dos células haploides. 

Tétrada. En esta fase las dos células generadas sufren una división! 
cuatorlal, produciéndose cuatro células que empiezan a rodearse de callosa 

y a conformar la lnt!na. 

Microespora joven. En este punto de desarrollo del po_len se empiezan 

a formar las ornamentaciones del grano del polen ocasionadas por la exlna, 

el núcleo se ha polarizado '1 dividido en dos nucleos qulmlcamente diferen-

tes: el núcleo germinativo '1 el núcleo del tubo pollnlco, 

Grano de polen. Esta fase se caracteriza por la presencia de la capa 

de esporopolenln que recubre _al polen. En este momento los dos nucleos se 

han separado por una tablcacl6n '1 el endoteclo de la antera esta listo para 

llevar a cabo la dehiscencia, (Echlln, 1968). 
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Para el cultivo "in vltro" de granos de polen es muy importante deter

minar el tama~o del bot6n floral en el que se presentan los estadios de di~ 

da y tétrada ya que es en estos estadios en los que se logran resultados. 

En el cultivo de tejidos vegetales el grano de polen es sembrado prin

cipalmente con el objeto de obtener plantas haploides con el propósito de -

inducir manipulaciones o .mejoras genéticas. 

En el cultivo "in vltro" de polen es necesario observar los siguientes 

puntos para su obtención: 

1) Determlnac!On del tamaño del botón floral al que correspondan los . 

estadios de diada y tétrada principalmente. • 

2) Ester! l lzaclón del botón flora l. 

3) Disección de las anteras en condiciones de total asepsia. 

4) Corte transversal de los dos lóbulos de la antera para dejar ex--

puestos los lóculos. Esto también debe hacerse en condiciones de -

total asepsia. 

5) Con frecuencia es necesario adicionar al medio ~cido ascórbico pa
ra evitar la oxidación en la antera. 

En la figura 10 se esquematizan los pasos para la obtención de granos 

de Po.len. 
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Figura 10. OBTENCION OE POLEN DEL TABACO. 

t.- Determinación del tamaño del botón floral al 

que corresponden los estadios de diada y té• 

trada. 

2, 3.- Aislamiento y corte de la antera para dejar 

expuestas las diadas y tétradas. 

4, 5.- Aspecto de las diadas y las tétradas vistas 

al 111lcroscoplo. 
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ObtenciOn de explantes de ra!z. 

La ra!z es un Organo especializado en la absorción y anclaje. Las con

diciones relativamente estables del suelo ocasionan una estructura aparent~ 

me.nte simple de la ralz y una retenciOn de los aspectos estructurales prlm.!_ 

ti vos que desaparecen en el tal lo. 

La ra!z se origina de una radlcula o de un merístemo radicular presen

te en el embrión; en las gimnospermas y en las dícoti ledOneas esta ralz pr~ 

duce por elongaciOn y ramíficaciOn el sistema radical de la planta; míen--

tras que en las monocoti led6neas la primera ralz que deriva del meristemo -

radicular del embriOn muere y las ralees de la planta madura se forman del 

tallo como una estructura compuesta de muchas ralees, (Esau, 1965). 

En cultivo "in vitre" es posible sembrar ~pices de ralees provenientes 

de plantas recién germinadas. 

En términos generales la ralz primaría esta compuesta de una capa su-

perficíal que es la epidermis. Inmediatamente abajo de esta capa se encuen

tra el tejido fundamental constituyendo al c6rtex; el cual rodea al sistema 

vascular. En algunas ocasiones se puede localizar en el centro de la ra[z -

un tejido parenquimatíco bien definido llamado médula. Estas caracter!sti-

cas histológicas hacen a la ralz una porción donadora de explantes muy im-

portante. 

En cultivo de tejidos vegetales la ralz de zanahoria ha sido ampliame!!_ 

te util!Z4da desde los primeros Intentos de mantener vivos tejidos "in vl-

tro". En la actualidad el cultivo de ralz de zanahoria se lleva a cabo pr!!!_ 

cipalmente con el objeto de real Izar estudios en callogénesis, embriogéne-

s is y organogénes is. 

Para la obtención de explantes de ralz se recomienda cuidar los s!-·-

guientes aspectos: 
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1) Un lavado exhaustivo y riguroso del material biol6gico empleando -
el método N°2 en listado en el Inciso V.!¡,, 

2) Desurtar todas aquellas rálces que presenten lesiones o slntomas 
de enfermedad. 

3) Emplear aquellos tejidos que posean ta mayor capacidad generativa 
o el menor grado de diferenctactOn, es decir; que estén constitui
dos por células parenqutmAtlcas. 

En la figura 11 se ! lustra la manera de obtener exp\antes a partir de 
ralz de zanahoria. 
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Figura 11. OBTEllCION OE EXPLANTES OE RAlZ. 

1.- Aspecto general de la ra!z de zanahoria. 
2.- Corte de la parte superior de la ra!z y 

perforaciones practicadas con un sacabo
cados de 1/2" de diametro. 

3, 4.- Corte en trozos de ·3 ITV1I de espesor del -
cillndro de tejido obtenido con el saca
bocados de 1/2" y 3/4" de dtametro. 
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CAPITULO VI 

SIEJllllA ASEPTICA 

VI .1. PREPARAC ION DEL AREA DE SIEMBRA. 

VI .2. PRECAUCIONES EN EL QEN'l"O DE LA SIEMBRA. 



VI. 1. PREPARACION DEL AREA DE SIEMBRA 

La preparaciOn del !rea de siembra es una tarea sene! l la pero q~e re-
quiere se realice con diligencia y exactitud para prevenir al m!xlmo el - -
riesgo de contamlnaclOn. 

Como se ha visto hasta el momento el 4rea de siembra o mejor dicho el · 
4rea aséptica se emplea para realizar el Gltlmo enjuague del material bici~ 
gico con agua destilada esterilizada, para dlsectac!On de los explantes, p~ 
ra la apertura y siembra de los frascos. 

,Ya sea que se cuente con campana de flujo laminar o con alguno de los 
sustitutos, se recomienda que se observen las siguientes precauciones: 

a) El .!rea debe estar aislada de corrientes de aire y del tránsito de 
personas • 

b) Esta !rea debe ser destinada solo para realizar las operaciones de 
mlcropropagac!On que requieran total asépcla. 

e) Las paredes y los pisos deben ser de materiales que puedan ser la
vados con facll idad. 

d) Debe poseer una buena llumlnac!On y las Instalaciones mlnlmas In-
dispensables (ver capitulo 11.2 y 11.3). 

e) Esta !rea debe ser accesible solo al personal autorizado y capaci
tado. 

Para la preparaclOn del 4rea de siembra se requieren los siguientes e
quipos y materiales: 

1.~ Campana de flujo laminar o ·sustitutos. 
2.- Mecheros de gas y/o de alcohol. 
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3.- Charola de peltre. 

4.- Her.ramientas de disección. 

S.- Gasa y algodOn estériles. 

6.- Cloruro de benzalconio y/o hipoclorlto de sodio o calcio. 

7 .- Cubeta y basurero. 

8.- Sillas o bancos. 

9.- Frascos con medios de cultivo ya esterilizados. 

10.- Porciones donadoras de explantes. 

Cada vez que se vayan a realizar manipulaciones dentro de esta area se 

deberAn llevar a cabo las siguientes operaciones: 

1) Se lavarAn con agua y jabón paredes y piso. 

2) Se limpiara con un trapo húmedo con cloruro de benzalconio o con -

hipoclorito de sodio las paredes, el pisQ y el techo as! como el -

mobll iario. 

3) Se lavarAn con detergente. y se desinfectarAn con especial esmero -

la superficie de trabajo y la campana estérfl; esto Qltimo se po-

drA ·real izar con cloruro de benzalconia o con hipoclorito de sodio 

o bien flal!leando el Area. 

4) Se acomodaran sobre la mesa de trabajo y dentro del Area estéril -

todos los utensilios indispensables para realizar las manipulacio

nes y debiendo estar estos previamente ester! l izados. 

Para el acomodo de los utensilios dentro del hrea estéril se sugiere 

la distribución descrita en la figura 12. 
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Figura 12. OISTRIBUCION DE LOS UTENSILIOS DE HICROPROPÁGAC!ON DENTRO DEL 
AREA EST.ERlL. 

t.- Recipiente con alcohol para poner el Instrumental de 
disección. 

2.- Mecheros de alcohol o gas. 
3.- Recipiente con las porciones donadoras de explantes. 
4.- Charola de di sección. 
5.- Microscopio estereasc6pico. 
6.- Area para acomodo de frascos con media de cultiva. 
7 •• Areas de acomodo para frascos can medio. 
8.- Area para cerrado de frascos. 
A.- Banco para persona. que esté real Izando las siembras. 
B.- Banco par.a persona que esté ayudando a cerrar, sel lar 

y etiquetar Jos frascos. 
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VI .2. PRECAUCIONES EN EL MOMENTO DE EFECTUAR LA SIEMBRA ASEPTICA 

Los errores que se cometen mas frecuentemente en el momento. de real 1-

zar la siembra aséptica. se pueden evitar observando las siguientes precau-

clones: 

a) Desinfectar areas, equipos y materiales. 

I¡) En el Uea de siembra sólo deben estar aquellas personas que estén 

realizando la manipulación. 

c) Mantener cerradas puertas y ventanas para evitar corrientes de ai

re. 

d) Mientras se permanezca en el a rea estérl 1 llevar puesto gorro, bo

tas, cubrebocas y bata quirúrgica. 

e) Flamear la charola de disección cada vez que se concluya la disec

ción y siembra del.explante correspondiente a cada frasco. 

f) Flamear el instrumental de disección cada vez que sea obtenido un 

explante. 

g) Flamear la boca del frasco antes de retirar la tapa de papel alum.I,, 

nlo y antes de vol.ver a taparlo una vez real Izada la siembra del -

explante. 

h) Marcar o etiquetar adecuadamente cada frasco para llevar a cabo un 

control efectiva del material. 

El registro debera contener los siguientes datos: 

1.- Fecha de siembra. 

2.- Tipo de explante. 

3.- Fecha y ~ºmero de transferencia .• 
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4.. Tipo de medio empleado. 
5.- Concentración de S.R.C.V. 
6.- Registro de respuestas biológicas. 
7 •• Condiciones de Incubación, 
a .• Persona que realiza la manipulación. 

i) Una vez con°clulda la manipulación es recomendable 1 Implar el ~rea 
estéril y retirar todos los desperdicios que se generen. 

j) Asegurarse de que puertas y ventanas pennanezcan cerradas para ev.!_ 
tar Ja entrada de gérmenes y poi vo. 
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CAPITULO Vil 

TIWISFERENCIAS "IN YITRO" 

Vll.1. TIPOS DE TRANSFERENCIAS "IN V!TRO". 

Vll.2. MEDIOS DE CULTIVO PARA TRANSFERENCIAS. 

V!J.3. MAN!PULAC!ON DE LOS TEJIDOS EN LAS TRANSFERENCIAS. 



·Vll.1. TIPOS OE TRANSFERENCIA "IN VITRO" 

Como se emnclona en el Inciso 111.1, existen cuatro etapas en el proc~ 
so de mlcropropagacl6n: 

1, Etapa de adaptacl6n "In vitre". 

2, Etapa de multlpllcacl6n "in vitre". 

3, Etapa de enraizamiento "in vitre". 

4, Etapa de adaptacl6n a suelo. 

En las tres primeras etapas es necesario efectuar una serle de transfe 
rehcias del explante a medios sucesivos que van induciendo determinadas re_! 
puestas biol6gicas hasta lograr plantas perfectamente constituidas que pue
den sobrevivir a las condiciones de cultivo en el suelo. 

Estas transferencias sucesivas del explante. pueden ser clasificadas de 
la s igulente manera: 

- Transferencia para mantenimiento o de renovación de. medio. 
- Transferencia para mu! tlpl icaci6n. 
- Transferencia para enraizamiento. 

En las transferencias para mantenimiento o de renovación de medio el -
explante es transferido a un medio de Igual composición y consistencia al -
medio .del que proviene. Este tipo de transplante se real Iza con el fin de -
evitar un decremento en el desarrollo debido al ago~amiento de nutrimentos. 
En términos generales las transferencias para mantenlmeinto se realizan ca'
da tres o cuatro semanas. 

Las transferencias para multlpl lcaclón se real Izan después de la fase 
de adaptación aséptica, y como su nombre lo Indica, se llevan a cabo con el 
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prop6sito de que el explante ya adapt,ado a las condiciones de cultivo "in -

vitro" se multiplique. Por lo regular la transferencia a medios de ºmultlpl.!_ 

caci6n se realiza de dos a tres semanas después de haber iniciado la fase -

de adaptación aséptica. 

En la fase de multiplicacl6n es frecuente realizar transfereclas del -

explantl! a medio fresco con el fin de obtener un nQmero creciente de brotes 

o células, lo cual se logra dividiendo el tejido resultante en por~iones -

mas pequeñas y poniendo estas en.medios de multiplicaci6n similares al ant~ 

rior. Esta operacl6n puede repetirse lndeflnldamente, dependiendo del volu
men de produccl6n de plantas requeridas. 

Este tipo de transferencia se realiza cada 4 a 6 semanas; aunque este 

periodo puede variar hasta 8 semanas; dependiendo de la especie, de lo ade

cuado que sea el medio y la concentracl6n de S.R.C.V. para este fin. 

En las transferencias para enraizamiento se busca inducir a los brotes 

o plantas generadas en la fase de multiplicacl6n a la proliferacl6n de ral

ees. Por regla general ·este transplante se r_eal iza una sola vez y su dura-

ci6n puede variar entre dos y seis semanas, intervalo que dependera de la -

especie y l.a·eficiencia del medio junto con las condiciones ambientales de 
desarrollo (luz y temperatura) para producir ralz o ralees. 

Es recomendable real izar la transferencia de plantas previ·amente sepa

radas a medios de enraizamiento para evitar una distrlbucl6n Irregular de -

ralees o la ·lesl6n de las mismas en el momento de lndlvlduallzarlas. 

Vll.2. MEDIOS DE CULTIVO PARA TRANSFERENCIAS 

Medios de cultivo para transferencias de mantenimiento o renovacl6n de me-
dio. 

. Como ya se apuntaba con anterioridad este tipo de transferencias se -
real Iza sobre medios que no varlan en su COl!lposicl6n con respecto a los me-
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dios en que ·se encontraba el explante antes del transplante pue~ la finali
dad de esta transferencia es la de mantener a los tej Idos. en medios fres--
cos. 

En las transferencias de mantenimiento para la fase de adaptación asée_ 
tlca los medios empleados poseen bajas concentraciones de sales y sobre to
do de S.R.C.V. para prevenir que se genere una descompensaclón por la dife
rencia de concentración de estas substancias entre el tejido y el medio. 
Este tipo de medio es particularmente recomendado en el cultivo de explan-
tes ¡nuy peque~os como es el caso de los merlstemos. 

Medios para transferencia de multiplicación: Estos medios presentan u
na composición muy rica tanto de sa.les minerales como de S.R.C.V. Dentro de 
estas Cíltlmas las cltoclnlnas son las que se encuentran en mayor abundancia 
(D. 1-10 mg/l) y en algunos casos se puede encontrar la participación de al
gCín factor slnerg!stico como el sulfato de adenina, el cual potencia el e-
fecto citocin!nico, (Start y Comm!ng, 1976). Las auxinas también son fre--: 
cuentemente adicionadas en estos medios aunque en la mayorla de los casos -
la relación auxtna/cltoctnina es menor a 1. 

Los medios para transferencia de mu! tlpl icación pueden ser liquidas o 
sólidos, pero cuando se reporta el empleo de medios liquidas por lo regular 
son sometidos a agitación. 

Medios de transferencia para enraizamiento: En la fase de enraizamien
to "in vitre" los medios empleados pueden variar mucho no solo con respecto 
al contenido se S.R.C.V. sino también en cuanto al tipo y grado de hidrata
ción de las sales, a la presencia de vitaminas, a la concentración de saca
rosa y en algunos casos a la presencia de otros factores como el carbón ac
tivado y cantidad de agar-agar por litro de medio. Por lo regular en la fa
se de enraizamiento se emplean medios sólidos con el fin de proporcionar un 
estimulo flslco a la ralz. 
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Vll.3. MANIPULACION DE LOS TEJIDOS EN LAS TRANSFERENCIAS 

En las transferencias "in vltro~' la manipulación de los tejidos no va

ria mucho con respecto a la llevada a cabo en la siembra aséptica; salvo -

que en las transferencias no hay que esterli izar los explantes y aunque en 

la fase de multiplicación hay que realizar algunos cortes, éstos por lo ge

neral no Implican el mismo grado de dificultad que en la disección del ex-

plante original. 

En la manipulación de los tejidos en las transferencias se recomienda 

se observen las siguientes precauciones: 

a) Lavar y esterilizar el 4rea de siembra o campana aséptica. 

b) Flamear la charola y el Instrumental de disección. 

e) Flamear la boca de los frascos antes y después de destaparse, tan

to de los frascos de donde proviene el explante como de los que -

van 'a recibir la transferencia. 

d) El Instrumental que se est~ empleando en la Introducción de los ex 

plantes debe ser flameado al menos una ver antes de que estos sean 

depositados en el medio fresco. 

· e) Emplear gorro, botas, cubrebocas y bata quirúrgica en el momento -

de real izar las transferencias. 

f) En el caso de tener que hacer cortes e~ los tejidos, éstos deber4n 

hacerse con presteza y exactitud para evitar su de!hldratación y -

lesión. 

g) Una vez concluida la transferencia asear y ordenar el 4rea de slem 

bra aséptica, asegur4ndose de dejar cerradas puertas y ventana.s., 
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CAPITULO VI 11 

TRAHSFERENC IA A TIERRA DE LAS PLANTAS MICROPROPAGAOAS 

.. 
VII 1 .1. FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA ADAPTACION A SUELO DE 

LAS PLAllTAS MICROPROPAGAOAS. 

VI 11.2~ INSTALACIONES 0 EQUIPO Y MATERIALES QUE SE REQUIEREN 

PARA LA AOAPTACION AL SUELO DE LAS PLMITAS MICROPRO

PAGADAS. 

VIII.3. PASOS PARA LA TRANSFERENCIA Y AOAPTACION DE LAS PLANTAS 

MICROPROPAGAOAS A SUELO. 

VIII.4. FORMA DE REALIZAR CADA UNO DE LOS PASOS. 

VIII .5. MANEJO DE LAS PLANTAS MICROPROPAGADAS YA ADAPTADAS A 

SUELO. 

'. 



La transferencia a tierra de las plantas micropropagadas es uno de los 

cuellos de botella que se presentan en la técnica de micropropagacl6n ya -

que es en éste punto donde se llegan a registrar los Indices más altos de -

mortandad en la mayorla de los casos. Esto se debe principalmente a una o -

varias de las siguientes causas: 

1.- Ralees generadas "in vltro" deficientes. 

2.- Sustratos no adecuados para la fase de adaptación a suelo. 

3.- Una elevada tasa de evapotranspiración con respecto a la veloci -

dad de captaci6n de agua por parte de la planta. 

4.- Falta de elementos nutritivos en formas fácilmente asimilables. 

5.- Presencia de hongos, bacterias y/o insectos en el sustrato que -

propicien una rápida pudrición del sistema radicular. 

6.- Exceso de humedad en el sustrato lo que induce al ahogamiento de 

la planta o a la proliferación de patógenos. 

7 .- Exceso de il!""inación o temperatura en el área donde están adap-
tando las plantas. 

De la lista anterior se deduce que los factores que afectan en el pre!!_ 

dimiento y adaptación de las plantas micropropagadas a condiciones de suelo 

son: 

a) Sustrato: Estructura. 

Composicl6n. 

Disponibilidad de nutrimentos. 

Oesinfestaci6n. 

b) Humedad relativa. 
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c) Temperatura. 

d) Intensidad luminosa. 

e) Fotoperiodo. 

Vlll.1. FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA AOAPTACJON A SUELO DE LAS PLANTAS 
HICROPROPAGAOAS. 

El sustrato es sin lugar a dudas un factor determinante en el proceso 
de adaptación a suelo, ya que de sus pr~piedades depender~ en gran medida -
el éxito o fracaso de esta fase. 

Un suelo apto para recibir a las plantas microprop~gadas debe poseer!!_ 
na estructura tal que permita un buen drenaje. una buena capacidad de .agua 
capilar y buena aireación. 

En cuanto a la composición el sustrato puede variar desde los suel'os -
constituidos totalmente por componentes inertes como la vermiculita, la a-
agrol ita, el arena de rio. o la de tezontle, hasta aquellos que poseen un a.!_ 
to contenido de materiales org~nicos como el humus, estiércoles y compos--
tas. La selección de cada uno de estos depe~der~ principalmente de la dispp_ 
nibil idad de estos materiales. 

Los nutrimentos en los suelos constituldo.s por componentes inertes de
ben ser suministrados en forma de riegos ferti 1 izados. Cuando Jos suelos e~ 
Un constituidos con altos contenidos de materia org~nica, los riegos fert.!. 
1 izados deben ser menos concentrados y deben aplicarse durante menos tiempo 
que en el caso de suelos i~ertes. 

Los suelos que poseen materia org3nica y tierras naturales deben ser -
sometidas a tratamientos de desinfestaci6n para prevenir que las plantas m.!_ 
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cropropagadas sean atacadas por patógenos. Estos tratamientos pueden ser a 

base de calor, de vapor o por medio de agentes qutmléos. 

En resumen un suelo apto para recibir plantas mlcropropagadas debe te

ner las siguientes caracterlstlcas: 

1.- Buena capacidad de retención de humedad. 

2.- Buen drenaje. 

3.- Equilibrio entre la retención de agua y aire. 

4.- Textura suave que facilite la adaptación y desarrollo del sistema 

radicular. 

5.- Debe poseer una buena composición qulmlca. 

6. - Debe encontrarse 11 bre de patógenos. 

Humedad relativa. 

Otro factor detennlnante en la adaptación a suelo de las plantas mlcr~ 

propagadas es la hllftedad relativa, pues de esta dependera la pronta o lenta 

pérdida de agua por parte del vegetal. Junto con la capacidad del sustrato 

para retener agua capilar y de la ralz para tomar esta agua, la hllftedad re

lativa juega un papel definitivo en lo que se ha denominado "déficit hldrl

co" que es tlplco de esta fase, el cual se caracteriza por un rapido march.!. 

tamlento de la planta después del transplante al suelo. 

En la fase de adaptacl6n a suelo es necesario llevar a la planta de un 
estado de alta hlllledad relativa (85-901) a estados graduales y paulatinos -

de menor hlllledad hasta alcanzar puntos normales (40-501). 

Temperatura, Intensidad luminosa· y Fotoperlodo. 
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Junto con los factores hasta aqul mencionados la intensidad luminosa y 
la temperatura también detenntnan en gran medld_a la adaptación de las plan
tas obtenidas "fn vttro" a condiciones de suelo. 

En clima templado es relativamente facil mantener temperaturas entre -
los 22 y 27 ºe reduciendo la Intensidad de luz con mallas media sombra en -
el dla y por medio de la reabsorción de los rayos lnfrarojos con coberturas 
pUsttcas y por estas mismas mallas durante la noche. 

En las reglones de el lma extremoso el mantenimiento de un rango favor! 
ble de temperatura solo se puede lograr a través de sistemas de climattza-
ctón y calefacción. 

En cuanto a la Intensidad de luz en la etapa de adaptación a suelo, é! 
ta debe ser durante la fase lnlclal slmtlar a la de los explantes en la ca
mara de crecimiento. Esto Implica que la Intensidad lumlnica debe ser del -
60-70i menor a la de un dfa soleado y aumentarse gradualmente hasta alean-
zar las condiciones normales de ltumtnactón de ta planta. 

El fotopertodo es otro factor que, junto con la Intensidad luminosa, -
tiene un efecto directo sobre la adaptación de las plantas en la etapa 

0

de ! 
daptaclón al ·suelo. Es bien conocido el hecho de complementar deficiencias 
en horas luz manteniendo a las plantas bajo condiciones de iluminación art.!_ 
ftctal o bien el de estimular el crecimiento vegetativo o floral modifican
do el tiempo de l lumtnactón, 

Vlll.2. INSTALACIONES, EQUIPO Y MATERIALES QUE SE REQUIEREN PARA LA ADAPT~ 

C!ON AL SUELO DE LAS PLANTAS MICRDPROPAGADAS. 

Para la fase de adaptación a suelo son necesarias las siguientes lnst! 
lactones, equipos y materiales: 

1.- Invernadero o local con buena tlumtnaclón y ventilación. 
2.- .lnstalaclón d~ corriente eléctrica monofastca de 117 volts. 
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3.- Instalaci6n de agua potable y drenaje. 
4.- In~talacl6n cllmatlzadora en zonas con el imas extremosos. 
5.- C3mara de nebullzacl6n. 
6.- Bolsas de p!3stlco agrl.cola negro calibre 800 (varios tanianos). 
7.- Bolsas de pl!stlco agrlcola transparente (varios tamanos). 
8.- Macetas de pl3stlco de varios tamanos. 
9.- Vasos desechables de varios tamanos. 
10.- Vasos desechables transparentes de varios tamanos. 
11.- Herramientas de jardinerla. 
12.- Pasteurlzador de tierras. 
13.- Mochila de·fumlgacl6n. 
14.- Sistema de riego. 
15.- Agrollta. 
16.- Vénilculita grado hortlcola. 
17 •• Hl.lllUs. 
18.- Estiércol procesado de vaca o borrego. 
19.- Tierra de hojarasca (pino o encino). 
20.- Arena de tezontle. 
21.- Arena de ria. 
22.- Perlita. 
23. - Composta. 
24.- Soluciones Stock del medio Murashlgue y Skoog. 
25.- Fertlllzantes follares. 
26.- Fungicidas e Insecticidas. 

Vl!l .3. PASOS PARA LA TRANSFERENCIA Y AOAPTAC!ON OE LAS PLANTAS MICROPROP~ 
GADAS A SUELO. 

Para llevar a cabo la transferencia y adaptacl6n de las plantas micro
propagadas a suelo es necesario realizar los siguientes pasos: 

1) Preparacl6n de sustratos. 

2) Lavado de los residuos de agar adheridos a las ralees de las plan-
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tas obtenidas "in vitre". 

3) ·Transferencia de las plantas al sustrato. 

4) Riego y fertl llzaci6n de las plantas. 

5) Generaci6n de un mlcroamblente o mlcroinvernadero. 

6) Adaptación gradual a las condiciones ambientales normales. 

7) Manejo de las plantas mlcropropagadas ya adaptadas a suelo. 

Vlll .4. FORMA OE REALIZAR CADA UNO DE LOS PASOS 

tJ Preparación de sustratos. 

La preparación de sustratos lmpl lea dos actl vidades que son: 

a) Mezclado de tierras y/o componentes. 
b) Esterll izaclón del sustrato. 

Para el mezclado de tierras se puede emplear un solo componente o va-
rlos. En el caso de que el sustrato esté constituido por un solo componente 
éste por lo regular deber~ ser inerte, siendo dentro de este tipo m~s am--
pliamente utilizados los siguientes: Agrol Ita, vermlcullta, arena de tezon
tle, arena de ria y musgo de Sphagnum. 

Salvo el musgo de Sphagnum los otros materiales son de fkll adqulsl-
clón en nuestro pals. Es necesario real izarles un previo lavado y deslnfes
tado antes de emplearlos como sustratos para plantas mlcropropagadas. Es -·
muy recomendable el empleo de este tipo de materiales en los primeros dias 
de la fase de adaptación ya que por sus caracterlstlcas garantizan una bue
na di,sponlbil.ldad de humedad en la zona de ralees y una textura suave que -
permite la expansl6n del sistema radicular. 
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El uso de estos materiales hace necesaria la adición de soluciones nu

trl ti vas. 

Las planus pueden ser tillll>ién adaptadas a condiciones de suelo sobre 
sustratos preparados con 113s de un c0lllp0'1l!nte entre los cuales exista uno o 
varios de origen orgSnico. Por lo general este tipo de sustrato esta const.!_ 
tul do por tierras naturales y elementos orgSnlcos raz6n por 1 e cual es 111-
presclndible un buen proceso de deslnfestaci6n. 

A continuacHln se presentan una serie de 111ezclas que han dado buen re

sul tado en la·fase de adaptación a suelo·en varias especies. 

Mezcla NºI. 

1 parte de ~lita. 

1/2 parte de estll!rcol procesado de borrego. 
2 partes de tierra de hojarasca de encino, perfectat11ente triturada. 
1/2 parte de r..s. 

Esta mezcla ha sido usada con éxl to en la adaptación de Violeta Afric! 
na, Crlsante90 y Clavel. 

Mezcla N°2. 

1 parte de arena de tezontle. 
2 partes de tierra de hojarasca de pino. 
1/2 parte de estll!rcol de vaca o borrego (completamente procesado). 

Mezcla usada con éxito en la fase de adaptación de Violeta Africana, -
Chabacano y Rosal. 

Mezcla Nºl. 

1 parte de agroll ta. 
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1/2 parte de vermicui ita. 

2 partes de humus. 
1/2 parte de estiércol procesado. 

Esta mezcla se recomienda para la. fase de adaptaci6n de Clavel y Crl-

santemo. 

Mezcla Nº4. 

1/2 parte de arena de rio. 
1 parte de arena de tezontle. 

Esta mezcla en comblnacl6n can una c!mara de nebul izaci6n da un exce-

lente resultado en el enraizamiento de plantas de Clavel y Crisantemo. 

Mezcla Nºs. 

1 parte de agrollta. 

1/2 parte de vermlculita. 

Al Igual que la anterior esta mezcla favprece el enraizamiento de pla.'l 

tas que presentan un sistema radicular deficiente. 

Mezcla N°6. 

1/2 parte de agrolita. 

1/2 parte de tierra de hojarasca. 
1 parte de humus. 

Esta mezcla se recomienda para el desarrollo posterior a la fase de a
daptaq6n de cualquier planta. 

b) Ester! l izaci6n del sustrato. 
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Una vez preparado el sustrato se procede a su ester! l lzaclOn o desln-
festacl6n, lo cual se realiza con productos qulmlcos o con vapor. 

Entre los productos qulmlcos mas utilizados están los siguientes: 

Formaldehldo. Produeto que resulta ser un buen fungicida pero su efi
cacia en Ja ell•lnacl6n de nellltodos e Insectos es baja. Se prepara al 2" -
v/v de fonnol en agua 'J se aplica a raz6n de 100 l/m3 de tierra. El sustra
to debe cubrirse durante 24-48 hrs para evitar Ja r!plda evaporacl6n del -
formaldehldo. Debe dejarse airear durante dos semanas antes de l!llPletrse. 

Bromuro de •tilo. Se aplica a una dosis. de 1 Jb/m3, es un producto -
bastante efectivo aunque no ell•ina a Yertlcillium. En necesario cubrir el 
sustrato con pJasttco durante 48 hrs, posteriormente se deja aireai- duran-
te 5 dlas antes de utilizarse. 

Cloroplcrlna. Se. puede aplicar a raz6n de 200 mi/m3• El sustrato del>! 
rA cubrirse para evitar que se volatilice el qufmlco. Se dejar! airear el -
sustrato durante 10 dlas ya que Jos vapores de cloroplcrlna son bastante -
t6xlcos para Jos tej Idos vegetales. 

Deslnfestacl6n con vapor de agua. De todos los métodos de destnfesta
cl6n de sustratos el vapor de agua es sin lugar a dudas uno de los ""1s efi
cientes y el que mayor nr.ero de ventajas ofrece, pudiéndose en111erar entre 
otras las siguientes: No es t6xico, por lo que se anulan los riesgos en su 
apllcacl6n tanto para los animales caoo para las personas. No deja residuos 
ep el sustrato. El sustrato puede ser empleado Inmediatamente después de -

haberse aplicado el trata111lento. 

Se rec0111lenda observar las siguientes precauciones en Ja deslnfesta--
cl6n de sustratos por •10 de vapor de agua: 

a) Cubrir el sustrato con una lona para evitar que el vapor se .esca-
pe. 
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b) ·Mantener en todos los pu~tos del sustrato una temperatura de 83 °é 
durante 30 minutos. 

2) Lavado de los residuos de agar adheridos a las ralees de las plantas -
obtenidas "In vitre". 

Una vez preparado y deslnfestado el sustrato se pone en recipientes .

donde las plantas prosegulr&n su desarrollo y adaptacl6n en Invernadero. 

Estas plantas deben ser retiradas de. los frascos con medio de cultivo 
observando las siguientes precauciones: 

a) Madlr 10 mi de agua al frasco para retnojar y ablandar el agar dr.I 

medio de cultivo. 

b) Después de 5 minutos escurrir el remanente de agua y retirar con -
cuidado la o las plantas del frasco. 

c) Lavar con agua corriente el agar que quede adherido a las ratees -
para evitar que se generen focos de lncubacl6n de gérmenes en es-
tos puntos. 

3) Transferencia a tierra de las plantas obtenidas "in vitre". 

Ya que las plantas se han retirado del agar y sus ralees esUn perfec
tamente limpias, la transferencia al sustrato debe hacerse de la siguiente 
manera: Practicar un orificio en el sustrato lo suficientemente grande para 

evitar que se lesionen las ralees generadas "In vitre". Una vez acomodadas 
las ralees, proceder a compactar con suavidad el sustrato en torno a las r_! 

Ices para evitar que se oxiden por el contacto con el aire. Evitar mantener 
a las ralees expuestas al aire por periodos mayores a 5 mln. 

4) Riego y fertlllzacl6n de las plantas transferidas a suelo. 
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Una vez transferidas las plantas al sustrato se deben realizar las si

guientes operaciones: Preparar Ja cantidad requerida de la soluci6n nutrit.!_ 

va con las sustancias A, B, e, O, E y F del medio de Murashigue y Skoog ca.!_ 

culando 50 ml/100 grs de sustrato (ver inciso I.V.3). 

Regar profusa y uniformemente el sustrato con la solución nutritiva. -

Esta operación deberá real izarse durante las tres primeras semanas. El rie

go deberá aplicarse cada vez que sea necesario para mantenPr húmedo pero ~ 

anegado el sustrato. 

5) Generación de un mlcroambiente o microinvernadero. 

una vez real izadas las operaciones anteriores es necesario rodear a la 

planta de un ambiente que propicie una alta humedad relativa y que evite la 

deshidratación de Jos tejidos. Para lograr esto se pueden ! levar a cabo las 

siguientes acciones: Proveer a cada maceta, vaso o recipiente con una "cap.!:!_ 
cha" que evite la desecación. Esta capucha puede hacerse con una bolsa de -

pUstlco transparente _o con un vaso de plástico translúcido o transparente, 

en tos cuales se practicarán perforaciones para permitir el intercambio ga

seoso. 
En caso de contar con cámara de nebul ización se darán aspersiones en 

forma de neblina durante 30 segundos a 1 minuto cada 10 minutos durante 2 -

semanas. Este tipo de aspersiones favorecerá el desarrollo de las rafees. -

aún en plantas que son transferidas sin previa formación de ralees "in -

vttro 11
• 

5) Adaptación gradual a las condiciones ambientales normales. 

Cuando han transcurrido de 2 .a 4 semanas en las condiciones antes men

cionadas y las plantas se han mantenido turgentes y vigorosas, deben ser -

adaptadas gradualmente a las condiciones normales de cultivo. Para ello se 

Irán retirando las capuchas paulatinamente, practlcan_do perforaciones sobre 

éstas o retirándolas progresivamente hasta dejar los recipientes con las -

plantas completamente descubiertas. 

En caso de haber llevado a cabo la adaptación en la cámara de nebulfza 
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ción Jos riegos intermitentes se !ran espaciando hasta real izar uno o dos -

cada hora durante 30 segundos. 

La concentración de !os riegos fert! 1 izados también debera disminuirse 

a 1/2 y a 1/4. alternandolos con riegos a base de agua. 

Las caracter!stlcas de los riegos fertilizados en Ja etapa de adapta-

c!ón gradual a condiciones normales de cultivo se presentan en Ja Tabla 2 • 
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Tabla 2. Riegos fertilizados para la fase de adaptación a suelo. 

Primera semana de adaptación. 

Preparar los litros necesarios de solución nutritiva con las soluclo-

nes Stock A, e, C, O, E y F del medio de Hurashigue y Skoog. Regar las 

plantas con esta solución. 

Tercera semana de adaptación. 

Preparar los 1 itros de solución nutritiva necesarios con las solucio-

nes Stock A, 8, e, O, E y F de Hurashigue y Skoóg a 1/2 de su concen-

traci6. Regar las plantas con esta solución. 

Cuarta semana de adaptación. 

Preparar los litros de solución nutritiva necesarios. con las solucio-

nes Stock A, B, C, O, E y F de Murashigue y Skoog a 1/4 de su concen-

tración. Regar las plantas con esta solución. 
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VI 11.5. MANEJO OE LAS PLANTAS MICROPROPAGAOAS YA ADAPTADAS A SUELO. 

Cuando se ha logrado la completa adaptación de las plantas obtenidas -
"in vitro" a condiciones de suelo estas deben ser transferidas a macetas o 
recipientes mas grandes y recibir un manejo adecuado para que continuen con 

su desarrollo. 

Los cuidados que impl lea este manejo adecuado son: 

a) Los recipientes deberan tener las caracter!sticas de tama~o, forma 
y resistencia que garanticen un buen y vigoroso desarrollo de ra
lees. 

b) El sustrato deberá contener aquel los componentes que aseguren un -
buen aporte de nutrimentos junto con una textura y estructura ade
cuada. 

e) El sustrato será pasteurizado para evitar posible ataque de pató
genos. 

d) Las plantas se manejaran de manera individual y ! levando un estriE_ 
to control fitosanltario para prevenir la infestación de todo el -
"B 1 oque Madre". 

e) Deberá controlarse al máximo la calidad de masas de aire, agua de 
rlego,,asepcia de personal y herramientas, aplicación y dosifica-
clón de plaguicidas y ferti 1 izantes. 

f) Se procederá a examinar semanalmente cada una de las plantas con ~ 

el fin de detectar cualquier anomal!a de calidad o fltosanitaria. 

g) Los recipientes con las plantas deberan estar en al to y no entrar 
en contacto con el terreno. Este, de preferencia, deberá estar cu
bierto con una capa de concreto para evitar la difusión de patóge-
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nos hacia las macetas. 

h) Cuando las plantas obtenidas "In vltro" ·sean destinadas a Ja pro-
ducci6n de material certificado, se procedera a realizar una lnde
xacl6n del .material para certificarlo • 
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CAPITULO IX 

Ell'l.EO OE LAS PLMTAS PROOIJCIDAS POR MICROPROPAGACIOll 

IX.1. ALTERNATIVAS OE EMPLEO PARA LAS PLANTAS OBTENIDAS "IN VITRO". 

IX.2. ESQUEMAS OE MANEJO Y PROOUCCION DE PLANTAS CERTIFICADAS. 



lX.1. ALTERNATl VAS DE EMPLEO PARA LAS PLANTAS OBTENIDAS "IN VlTRO" 

Las opciones de empleo para las plantas obtenidas "in vitre" son vari~ 

das, quedando comprendidas en dos categor!as que son: 

A) Comercialización de las plantas obtenidas "in vitre" una vez con-

cluida la fase de desarrollo en invernadero. 

B) Incorporación de las plantas micropropagadas a secuencias de pro-

ducción de plantas v!a otras técnicas de propagación; por ejemplo: 

acodado, injertación, estacado, deshijado, estolonización, etc. 

La elecclón de una u otra opción dependera de los siguientes factores: 

1) Costo de producción de la planta obtenida "in vitre". 

2) Precio de venta de esa planta en el mercado. 

3) Capacidad de producción en el laboratorio. 

4) Demanda o disponibilidad de mercado para las plantas. 

5) Calidad fitosanitaria requerida en el mercado. 

El costo de producción de la planta obtenida "in vitre" depende de: 

- La cantidad. de plantas obtenidas por unidad de propagulo o de medio 

de cultivo. 

- La cantidad de transferencias "in vitre". 

- El tiempo requerido en la producción "in vitre" en .la fase de adap

tación y desarrollo en invernadero. 
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- El porcentaje de plantas adaptadas a suelo. 

- El porcentaje de sobrevivencia hasta la etapa de comercial Ización. 

Para algunas especies como la violeta africana, la Gloxlnia, el Anthu

rium y las orqu!deas, entre otras plantas que pueden alcanzar aHos precios 

de. venta en el mercado y pueden ser replicadas en gran número y en poco - -

tiempo, la adaptación a suelo y el desarrollo en invernadero se convierten 

en la antesala de su comercial izaclón. Sin embargo existen otras especies -

como el clavel, el crisantemo, la fresa, especies frut!colas y hortfcolas -

para las cuales la fase de adaptación y desarrollo en invernadero solo Im-

pl ican- el cierre de un ciclo en una cadena de producción compuesta de 2, 3 

y hasta 4 ciclos mas antes de la comercial Iza.ción. 

Por lo general en este último tipo de plantas se llevan a cabo el 2•, 

3• y 4• ciclo apoyandose en otras técnicas de propagación asexual con el -

fin de masificar aun mas la producción y reducir los costos de. la misma, a

provechando los altos niveles de calidad fltosanltaria que se alcanzan en -

las plantas producidas en el laboratorio. 

Dentro de las alternativas mas generales de empleo para las plantas m.!_ 

cropropagadas existen: 

1. Plantas con una gran capacidad reproductiva "in v!tro" y con alto 

precio de venta. Ejemplo: plantas ornamentales y/o exóticas. 

a) Producción "in vitro". 

b) Adaptación y desarrollo en Invernadero. 

c) Comercialización. 

2. Plantas hort!colas que se propagan por semillas. 

a) Producción "In vitro". 

b) Adaptación y de sarro! lo en invernadero. 
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c) Producción de semillas en Invernadero. 

d) Cultivo y desarrollo de las semillas F1 en condiciones contro-

ladas. 

e) Producción de semillas F2 en. condiciones controladas. 

f) Producción de semilla certificada. 

g) Comerc 1a11zaci6n. 

3. Plantas frut!colas con alta capacidad reproductiva "In vltro" o -

con lato precio de venta. 

a) Producción "In vitro" de patrones clonales sanos y de "micro--

púas" l lbres de enfermedades. 

b) Microlnjerto (injertaclón "in vltro"). 

c) Adaptación en Invernadero. 

d) Desarrollo en vi vero. 

e) Comercial lzaclón. 

ó blén 

a') Producción "In vitro" de plantas patrones sanas. 

b') Adapt~clón en Invernadero. 

c') lnjertación con "púas" venijas de una planta microlnjertada l.!_ 

bre de enfermedades. 

d') Desarrollo en vivero bajo estrictas co~diclones de certifica-

clón. 

e') Comercialización. 

4. Plantas que se requieren en grandes cantidades, que tienen que ser 

renovadas después de cada cosecha y cuyo precio de venta no es al

to. Ejemplo: fresa. clavel y crisantemo. 

a) Producción "In vitro" de plantas. 

b) Adaptación, desarrollo y multiplicación asexual en lnvernade-

ro. 
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c) Desarrollo y multiplicación de la primera generación asexual, 
IN,jo cubierta y en condiciones controladas. 

d) Desarrollo y multiplicación de la segunda generación asexual, 
IN,jo cubierta y en condiciones controladas. 

e) c.-rcialización de. la tercera generación asexual. 

5. Planus que son requeridas en grandes cantidades pero que van a -
producir durante varios ciclos o cosechas. Ejemplo: cultivos de -
plantaci&t c~ rosales y esp~rrago. 

a) Prolllcci6n "In vltro" de plantas. 
b) Reproducción "In vltro" por microesqueje o yemas, etc. 
c) Adlptación y desarrollo en invernadero. 
d) Cmercial lzaci6n. 
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IX.2. ESQUEMAS DE MANEJO Y PRODUCCION DE PLANTAS CERTIFICADAS 

En la actualidad, gracias a la micropropagación y el cultivo "In vi--
tro" de merlstemos, es posible producir material "libre de patógenos", en -
el cual se ha erradicado al agente que ocasiona la enfermedad. En contraste 
con el material que se venia produciendo antes del desarrollo de esta técn.!_ 
ca, el cual se certificaba como "libre de enfermedades", lo que implicaba -
que en dicho material la infección se mantenla latente o sin manifestarse -
aunque el organismo causante estuviera presente. 

Para evitar la diseminación de patógenos se hace imperioso el estable
c~"7'.iento de programas de certificación que asesoren, supervisen y reglamen
~en la producción de materiales "libres de patógenos". Es bien sabido que~ 
na planta que ! leva virus o cualquier otro patógeno en estado latente y que 
no se manifiesta en el lugar de origen, puede transmitirlo y hacerse paten
te en otra región e infestar incluso otras especies del nuevo medio. 

Paises como E.E.U.U., Italia, Israel, Inglaterra y Japón entre otros, 
tienen en lü actualidad programas bien establecidos de producción y certif.!_ 
cación, tanto de semillas como de materiales vegetativos, de los cuales se 
dan a continuación algunos esquemas adaptados a las condiciones de nuestro 
pal s. 

Producción y certificación de materiales vegetativos. 

Para la producción y certificación de materiales vegetativos se sugie

ren los siguientes pasos:. 

1) Localización de una o varias plantas uniformes y genéticamente fi~ 

les al tipo, en buen estado de desarrollo y fructificación y de -
las cuales se tengan referencias de fAci 1 propagación, (Hartman y 

Kester, 1975). 

2) Aplicación de tratamientos qui micos o térmicos para aumentar la gE_ 
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rant!a de obtener porciones libres de patógenos, (Hartman y Kester 

1975). 

3) Mii;r9propagación de las porciones 1 ibres de patógenos para establ~ 

cer el NGcleo Fundación, el cual estará constituido exclusiva11ente 

por plantas que no han rebasado la fase de producción ·"in vitro'. 

4) Desarrollo en Invernadero de las plantas provenientes del NGcleo -
Fundacl6n y establecimiento del Bloque Fundación, integrado por -

plantas que han sido sometidas a pruebas de Indexación después de 

haber sido propagadas "In vitro". 

5) Multlplicacl6n asexual por otras técnicas de propagación dlferen-

tes a la •lcropropagación del Bloque Fundacl6n. Ejemplo: esqueje, 

estol6n, acodado etc. 

6) Desarrollo bajo cubierta plástica y ambiente control.ado de la pro

genie asexual venida del Bloque Fundación. 

Esta progenie, en estas condiciones de cultivo establece la -

calidad "Registradaº. 

7) Multipllcaci6n bajo cubierta y ambiente controlado de las plantas 

calidad Registrada. 

8) Desarrollo bajo. cubierta plástica de Ja progenie asexual venida de 

la calidad Registrada. 

Esta nueva progenie establece Ja calidad "Certificada". 

En la anterior secuencia de producción de materiales se debe estable-

cer al menos una· prueba de Indexación o de certificación lnmunol6glca de 1 i 

bertad de virus en la fase 4, que es donde se lleva a .cabo ei desarrollo d; 

Ja .calidad "Fundación" en invernadero. 

El material •certificado" es el 11aterial comercial de plantación y se 
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r, 

le llama certificado porque ha sido producido bajo normas mlnimas de sani-
dad vegetal y bajo la supervisión de una oficina legalmente autorizada. Por 
lo tanto es muy importante en un programa de "certificación de materiales" 
el observar y respetar la procedencia y condiciones de cultivo en cada fase 
de la secuencia de producci6n. 

Para la cer~lficacl6n de materiales "1 lbres de patógenos" el flujo de 
los pasos del proceso deber! mantener un orden que garantice la "cal ldad f.!. 
tosanltarla" que corresponde a cada paso. 

A contlnuaci6n se propone un esquema de flujo de materiales que asegu
ra la generación de la calidad correspondiente a cada paso y las normas ml
nimas que tienen que observarse en cada uno de los pasos para satisfacer a
decuadamente las necesidades de un programa de certlficacl6n. 

122 



ESQUEMA DE FLUJO DE MATERIALES Y PRODUCC!ON DE DIVERSAS 
CALIDADES DE PLANTAS (Pasos del Programa de Certlflcac!On de 
materiales vegetatl vos), 

Selecc!On de las plantas donadoras 

~ 
·Tratamientos de las plantas donadoras previos a la mlcropropag! 
c!On. 

l 
Cultivo de merlstemos 
. l 

(

NOcleo Fundación- Bloque Fundación ,._.__ lndexac!On 

Obtención de Tratamlfnto ~"Registrada" 
Brotes +--- deslnfestaclOn l 

Cal ldad "Certl f !cada" 

! 
Comercial lzac!On. 



Nonnas Mlnlmas de Cultivo para Cada Uno de los Pasos que Componen un • 

Programa de Producción de Material Vegetativo Certificado. 

El núcleo fundación estará constituido por los merlstemos cultivados -

"In vltro" provenientes de las plantas seleccionadas por sus caracter!sti-

cas ·genéticas para establecer el clon 1 ibre de patógenos. 

Las plantas que se generen en el laboratorio pasarán a fonnar parte -

del bloque fundación el cual será manejado en un Invernadero, estará const.!_ 

tuido ·por un número muy pequeño de plantas. Estas, deberfo ser mantenidas -

de manera individual par'a que puedan ser eliminadas rápidamente aquellas - , 

que presenten slntomas de enfermedad o una mutación no deseada. Todo el e-

quipo y herramientas empleados en el manejo del bloque fundación deberán -

ser esterlllzados y las operaciones ser4n ~eallzadas por el personal mlnlmo 

indispensable y altamente callflcado. 

El bloque fundación será el único paso bajo condiciones nonnales de 

producclón que tendrá un reflujo directo hacia ~¡ núcleo fundación, y tam-

bién será en este material en el que se practiquen pruebas de Indexación o 

pruebas Inmunológicas de detección de virus. 

El bloque fondación será inducido a producir esquejes, estolone~ o ra

mas para estacas a través de podas, riegos y fertlllzaclones, las cuales s~ 

rán enraizadas y llevadas a la siguiente fase de cultivo. 

Fase de Cultivo .b.ajo Cubierta o Túneles Plásticos. Producción del Mate 

ria! con Calidad Registrada. 

En esta etapa el material producjdo asexualmente del bloque fundación 

será llevado a cultivo en condiciones de aislamiento bajo cubiertas o tane

les plásticos donde se le inducirá a crecer y a producir a su vez una prog~ 

nie asexual abundante y vigorosa. 

El suelo deberá ser previamente es!erillzado con agentes drásticos co-



mo el br0111Uro de .etilo, la cloropicrina y el vapam ya sean solos o en c0111-
bfnaci6n de dos. 

En caso de no fumigarse el suelo, el cultivo se realizara en bancales 
cavados en el terreno, en Jos cuales el fondo sera recubierto por varios -
centfmetros de grava, sobre la que se pondra sustrato pasteurizado, también 
es necesario establecer progr-s eficientes de control de plagas y enfe""!. 
dades. Oe este paso en adelante es Importante el establecer la zona de pi<!!! 
tero lejos de las zonas de cultivo para evitar la dlfusllln de pat6gen0s. -
Los riegos y los programas de fertilizacl6n deberan ser adecuados a la va-
rledad y Ja especie; as! cOlllO, al vigor y sanidad que se requiere en esta -
cal ldad. 

Las plantas desarrolladas en esta fase produciran progenies asexuales 
las cuales pasaran a constituir la calidad •certificada• la cual sera ven<!! 
da como material propagativo a los productores. Esta progenie asexual puede 
venderse enraizada o no pero deber3 presentar las siguientes caracterlstl-
cas: 

- UniflKWlidad en talla. 

- Unlfo ... idad en vigor. 

- Portar las caracterlstlcas genéticas "tipo•. 

- Alta calidad fitosanitaria, avalada por la oficina correspondiente. 

- Etlquet•lento y empaque adecuados. 

- Oebera llegar a. Jos productores en la l!poca adecuada. 
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CAPITULO X 

SUSTITUCIOll DE EQUIPO Y llATERIALES 

X.1. EL AUTOCLAVE. 

X.2. EL DESTILADOR DE AGUA. 

X.3. EL PASTEURIZAOOR DE TIERRA. 

X.4. LA CAMPANA DE FLUJO J.AHJNAR. 

x.s. EL MICROSCOPIO OE OISECCION. 

X.6. EL POTENCIOMETRO. 

X.7. INSTRUMENTAL DE DISECCION. 

X.8. MATERIAL DE CRISTALERIA. 

X.9. LA CAMARA OE INCUBACION. 

X.10. ALGUNAS SUBSTITUCIONES PARA LA FASE DE AOAPTACION 

A SUELO. 



En el establecimiento de un laboratorio de mlcroprop~gación surgen con 
frecuencia probleoas relacionados con la adquisición de equipos y materia-

les debido a el alto costo de adquisición de equipos y materiales, asf CClllO 
también, a que algunos equipos y materiales son de importación; Jo cual 111-
pl lea una demora extra en el lllOlltaje u operación del laboratorio, debido a 

que tienen que ser adquiridos bajo pedido. 

Para que esto no se convierta en un problema insalvable, a continua--

ción se dan una serie de sugerencias sobre adaptación y elaboración de equ.!_ 
po y materiales que han dado buenos resultados y que observando un mfni90 -
de precauciones en su .. nejo pueden resultar tan eficientes como los de pa

tente. 

X. 1. EL AUTOCLAVE 

Por lo general las autoclaves generan el vapor por medio de resisten-

etas eléctricas, esUn construidas con acero inoxidable y vienen "en varias 
capacidades dependiendo del tipo y cantidad de materiales que vayan a este

rilizar. 

En el laboratorio de micropropagación al igual qtle en el de microbio!~ 
gla, el autoclave puede ser sustituida satisfactoriamente por una olla ex-

press, ya sea del tipo industrial o del casero. Las ollas de tipo indus---
trial poseen un mant.!tro en el cual se registra la presión interna que se 
esU generando. 

En las ollas tipo ~stico el man61Detro est~ sustituido por una dlvu 
Ja de escape a la cual se Je sobrepone un tapón una vez que el aire de la o 

JI a ha s 1 do purgado .• 

Ya sea que se cuente con uno u otro tipo de olla express las 11recaucl~ 

nes que se deben observar en su em11leo cuando sustituyen a el autoclave - -

son: 
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a) Verificar que los empaques sellen perfectamente. 

b) Poner agua hasta la mitad de la altura de los frascos de .la cama -

inferior. 

c) Esperar a que el Indicador de presión marque 1 Kg/cm2, o bien a -

que el tapOn de la v~lvula de purga empiece a bailar para iniciar 

el conteo del tiempo de ester! lizaclOn. 

d) La presiOn Interna de la olla ser~ regulada por medio de la Inten
sidad de la flama; una vez alcanzada la presiOn adecuada bajar la 

flama para mantenerla estable. 

e) Concluido el tiempo de ester! lizaci6n dejar enfriar la olla lenta

mente. 

f) De preferencia no abrir la olla hasta el momento de realizar la -

siembra y hasta que haya transcurrido el tiempo necesario para que 

los medios de cultivo se hayan solidificado. 

En la figura 13 se muestran los 2 tipos de ollas express y las partes 

de que esUn constituidas. 
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Figura 13. TIPOS DE OLLA EXPRESS. 

1.- Olla express uso industrial. 

2.- Olla express uso casero. 

3.- Válvula de seguridad. 

4.- Válvula de purga. 

5.- Manómetro. 
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X.2. EL DESTILADOR DE AGUA 

Dependiendo de la capacidad de destilaci6n, los destiladores generan -
vapor a base de resistencias eléctricas o por medio de combustibles como el 
petr6leo o el combustoleo. El vapor es generado en una camara de ebull fc16n 
que esta comunicada a un condensador que es enfriado por agua corriente y ~ 

en donde el vapor es llevado al estado liquido. 

En él laboratorio de mfcropropagaci6n vegetal se puede destilar .agua ! 
provechando la olla express como generador de vapor y un serpentln condensa 
dor, acoplados de la manera como to muestra la figura 14. 

Este sistema de destilact6n presenta dos inconvenientes: 

1 .- Alto gasto de energla (gas o corriente eléctrica). 

2.- Alto gasto de agua empleada para enfriamiento. 

Para solucionar el primer inconveniente es necesario seleccionar aquel 
tipo de energla que sea mas barato, y para reducir. el consumo de agua em--
pleada para enfriamiento se necesita reciclar el agua empleando un mecanis
mo similar al mostrado en la figura 15. 

En fas figuras 14 y 15 se dan dos alternativas para destilar agua con 
una capacidad maxtma de 2.1 litros/hora. 
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Figura 14. DESTILADOR DE AGUA. 

1.- Entrada de agua para enfriamiento. 

2.- Salida de agua de enfriamiento. 

3.- Salida de agua destilada. 

4.- Olla express fu.nclonando como generador de 

vapor. 

5.- · Fuente de calor. 

6.- Garrafón colector de agua destilada. 

7 .- Condensador de vapor. 
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Figura 15. DESTILADOR CON SISTEMA RECICLADOR DE AGUA 
PARA ENFRIAMIENTO. 

1.- Entrada de agua para enfriamiento. 

2.- Sal ida de agua de enfriamiento. 
3.- Sal ida de agua destilada. 

4.- 01 la express funcionando como generador de 

vapor. 
5.- Garrafón colector de agua destilada. 

6.- Condensador <'3 vapor. 

7 .- Bomba. 
B.- Recipiente colector de agua para enfriamien

to. 
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X.3. EL PASTEUR!ZADOR DE TIERRA 

Este aparato esU constituido por un generador de vapor y conductos P! 
ra llevar el vapor generado a los bancales de deslnfestacl6n. 

En la actual !dad una unidad pasteurizadora por pequeña que sea cuesta 

varios millones de pesos, lo cual pudiera ser un impedimento en el estable

cimiento de las plantas micropropagadas en Invernadero. 

A continuacl6n se ofrecen dos sugerencias para la elaborac!On de sust.!. 

tutos de los pasteurizadores de patente. La elección de una u otra alterna

tiva depender4 del volumen ~e tierra que se necesita desinfestar y a Ja dls 

ponlbll ldad de recursos. 

El p!!mer sustituto esta consUuido a base de un tambo de 200 l y la -

fonna de adaptarlo para este fin se muestra en las figuras 16 y 17. 

El segundo sustltu.to emplea una olla express como generador de vapor, 

presentando como desventaja con respecto al anterior, de tener una capaci-

dad menor. La lnstalac!On de este sistema se muestra en l~s figuras 18 y -

19. 

Para ambos sustitutos las precauciones que deben observarse en su em-

pJeo son: 

a) El sustrato se pasteurizara a 82 ºe durante 30 minutos. 

· b) El tiempo de pasteurización debera ser tomado a partir del ~nto 
en que son alcanzados los 82 ºe en todos los puntos del sustrato. 

· c) En caso de elevarse la temperatura mas de los 82 ºe existe el ries 

go de fonnaciOn de 6;idos de magnesio, los cuales resultan alt~~ 
te tóxicos para las plantas. 
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d) Una vez concluido el tiempo de pasteurización se dejar~ enfriar el 
sustrato ante~ de transferir las plantas a él, para evitar Jesio-
nes en las raicillas. 

e) En caso de emplear el sustituto de la o! la express asegúrese de c.!!_ 
brir bien el sustrato para evitar que el vapor se pierda r~pidame~ 
te, para Jo cual se recomienda el empleo de una lona ahulada, la -
cual se ajustar~ por medio de un amarre a la superficie exterior -
del recipiente, como Jo muestra la figura 19. 

1 

f) Si ·se emplea el sistema del tambo, asegurarse de que existan esca
pes de vapor para impedir se eleve demasiado la presión interior -
del bote, lo cual podrla ocasionar una explosión. Para evitar este 
riesgo se cubre el recipiente empleando un pJ~stico o una lona. 
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Figura 16. PASTEURIZADOR DE TIERRAS. 

51 stema de vaporera. 

1.- Tallbo de 200 l. 

2.- Base meUlica. 
3.- Fuente· de calor. 
4.- Nivel y al111e11tador de agua. 
5.- Tapadera o lona ahulada para 

evitar que escape el v1por. 
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Figura 17. VISTA INTERIOR DE LA VAPORERA. 

4.- Tambo de aceite. 
5.- Costal de yute con tierra. 
6. - Base soporte para el costal. 
7.- Vista de la base soporte del 

costal. 
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Figura t8. PASTEURIZADOR DE TIERRAS. 

Sistema con generador de v :;;or. 

t.- Olla express adaptad: :orno generador 

de vapor. 
2.- Conducto de vapor. 
·3,. Recipiente para tierra o sustratos. 
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Figura 19. OISPDSICION DEL RECIPIENTE PARA TIERRAS. 

2.- Conducto de vapor. 
3.- Recipiente para tierra o sustratos. 

4.- Tierra o sustratos. 
5.- Lona o pl~stico para cubrir el sus

trato. 
6.- Termómetro d~ O a 110 °c. 

7.- Amarre de la lona. 
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X.4. LA CAMPANA DE FLUJO LAMINAR 

Este es sin lugar a dudas uno de los aparatos requeridos en el labora
torio de micropropagación mh costoso ·y también m~s útil ya que por medio -
je él se consiguen condiciones de este~fl idad "completa" en el ~rea de man!_ 
puiación aséptica. 

·La campana de flujo laminar puede ser sustituida con una campana cons
•.rulda con madera y vidrio, que aunque no brinda las mismas comodidades en 
la manipulación, si puede reducir hasta un 5% el rango de contaminación. - . 
ol diseño dado a continuación (Figura 20) est~ pensado para dar acomodo a 2 
~ersonas, al material y equipo necesario en 1 as operaciones asépticas, 

son: 

Las precauciones que se deben observar en el empleo de este susti tute 

a) Realizar un buen esterilizado de las superficies internas de la -· 
campana, empleando soluciones de benzal, cloraiex o alcohol. 

b) Prender los mechéros al menos 10 minutos antes de iniciar la mani
pulación. 

c) Esterilizar el equipo, instrumental y materiales que van a ser· in-· 
troduc idos en la campana. 

d) Destapar, sembrar y/o transferir debajo del ~rea estéri 1 generada 
por 1 a f 1 ama de 1 os mecheros. 

e) Evitar al maximo corrientes de aire. 

f) Lavar Y. desinfectar las manos y los brazos antes y durante el cur
so de la manipulación. 
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Figura 20. CAMPANA. OE MADERA Y V !DRIO CON CAP;; !DAD PARA DOS 
PERSONA.S. 

1.- Abeéturas para introducir los crazos y ma~i~"lar dentro 
de 1 a campana. 

2.- Abertura p~ra los oculares del :r.icr~scopio de disección. 
3.- CosÚdos, de madera. 
4.- Caras con vidrio para facil1tar la observación de lama

nipulación en el interior de la campana. 
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X.5. EL MICROSCOPIO DE DISECCION 

Este aparato puede ser sustituido con relativa facilidad por una lupa 
10X unida a un brazo flexible, el cual se sujetara a una base (Ver la figu
ra 21). La eficacia de esta sustitución dependera del conocimiento previo -
que se tenga del tej Ido a disectar en cuanto a sus caracterfstfcas anatómi
cas. 

En la disección de anteras, embriones y ovarios la lupa es una herra-
mfenta versHil y Agll. En el caso de la obtención de merfstemos es proba-
ble que este sustituto resulte insuficiente, al menos en los primeros fnte!:'. 
tos de aislar estos tejidos. 

X.6. EL POTENCIOMETRO 

En los casos en que no s_e cuenta con un potenciómetro para determinar 
y calibrar el pH de las soluciones se recomienda emplear el papel tornasol. 

En la calibración del pH en los medios de cultivo para micropropaga--
clón recomendamos emplear el papel Merk, acilit. pH 0-6 ~Figura 22) teniendo 
las sigu"ientes precauciones: 

a) Hacer las lecturas cuando el papel esU húmedo. 

b) Añadir la solución tituladora (HCl o llaOH 0.1N) despacio y aglt~n

do constantemente el medio. 

c) ~ealfzar la titulación a temperatura ambiente (20-25 ºc). 

X.7. INSTRUMENTAL DE DISECCION 

Los instrumentos de disección pueden ser sustituidos por elementos me
nos costosos. El blsturf puede ser remplazado con mucho éxito por un mango 
de madera o unas pinzas de disección de punta larga a las que se sujeta f!_!: 
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memente un fragmento de hoja de afeitar de acero inoxidable cortado en for

ma de tri~ngulo (Fig. 23). 

Las agujas de disección son eficientemente sustituidas por mangos de -

madera (por ejemplo, pal itas de paleta) a los que se insertan firmemente a

gujas rectas de costura (fig. 23). 

X.0. MATERIAL DE CRISTALERlA 

Para realizar los cultivos en micropropagaclón se reporta con frecuen

cia el empleo de matraces y tubos de ensaye en los cuales se pone el medio 

de cultivo y se lleva a cabo la siembra del explante. Debido al elevado co~ 

to del material de cristaler!a pyrex éste puede ser remplazado por frascos 

· gerber de desecho (Flg. 24), 

Para el empleo de estos frascos se recomienda se observen las siguien

tes precauciones: 

a) Lavar y enjuagar perfectamente Jos frascos. 

b) Esterilizarlos durante 20 minutos en autoclave antes de emplear--

Jos. 

c} Si para su uso se tapan Jos frascos con papel aluminio, descartar 

aquel los que tengan desposti l Jaduras en la boca. 

d) Eliminar los frascos que estén fracturados para evitar se revien-

ten al momento de esterilizar los medios. 
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Figura 21. LUPA CON PEDESTAL Y BRAZO FLEXIBLE. 

1.- Vidrio de a1J11ento IOX. 
2.- 'Extensi6n flexible. 
3.- Base pesada para brindar mayor 

estabi 1 idad • 

•• , 

Figura 22. PA!'El INDICADOR DE pH RANGO 0-6. 

1.- Tira de pl!stlco con papel tornasol en 

el ext.._,. 
2.- Ext..-i con papel tornasol dé 3 colores 

diferentes • 
. 3.- Escala indicadora del viraje de color 

para diferentes pH. 
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• -
Figura 23. INSTRUMENTAL DE DlSECClON. 

1.- Blstur! construido con un mango de madera y 

un fragmento de hoja de afeitar cortado en 
trl~ngulo. 

2.- Aguja de disecci6n elaborada con un mango de 
madera y una aguja de costura. 

, Figura 24. El FRASCO GERBER DE BOCA AllCHA ofrece múltiples -
ventajas cuando es empleado en mlcropropagac16n, 
pudiéndose mencionar entre otras las siguientes: 
Soporta muy bien la presl6n y temperatura de es-

• terl 1 izac1·6n en autoclave. 
Debido a su boca ancha faci l lta la manipula

ción de los tejidos y plantas dentro de·él. 

Su costo de adquisición es relativamente ba-
jo. 
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X.9. LA CAMARA DE INCUBACIDN 

Aunque este inciso no se refiere exactamente a una sustitución a cent.!_ 

nuaclón daremos una serle de elementos que constituyen la cámara de incuba-' 

clón y que pueden ser manufacturados por uno mlsmo. 

El bastidor de lámparas. 

Este es un marco construido de preferencia en madera y sobre el cual -

se dispondrán 6 lámparas de luz blanca fria de 40 watts cada una, de tipo -

51 lm l !ne o Agro lux. 

El marco deberá tener 1.20 m de al to por 1.00 m de ancho y estará con~ 

truldo con tablas de 0.12 m de ancho por 2.5 cm de espesor (Flg. 26). 

Una vez annado el bastidor, debe ser colocado a 1.00 m de distancia -

con respe_cto a la superficie ~ue va a iluminar dando una intensidad aproxi

mada de 1000 lux al centro. Cuando se emplee este tipo de fuente luminosa -

la iluminación será proporcionada a los cultivos de manera lateral, lo cual 

implicará que los frascos dispuestos en filas posteriores a la primera l rán · 

recibiendo menor cantidad de Íuz, por lo que habrá que colocar los frascos 

sobrepuestos para aprovechar al máximo la luz, o bien, en las fllas poste-

rieres se acomodarán aquellos cultivos que requieran de menor iluminación. 

En la práctica ha resultado ser un sistema de iluminación bastante sa

tisfactorio para la micropropagación de fresa, clavel, crisantemo, violeta 

africana, rosal y chabacano. 

Anaqueles. 

Los anaqueles que se emplean en micropropagaci6n pueden ser de madera, 

metal o vidrio. La elección de uno u otro anaquel dependerá del presupuesto 

disponible. En la mayorla de los laboratorios se utilizan anaqueles de me-

tal y/o madera debido a su resistencia y alta durabilidad. 
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Los factores que se deben tomar en cuenta en la construcción de 1 a es
tanterla para mlcropropagaclOn son los siguientes. 

i.- El largo del estante debe ser un mOltlplo de la longitud de las -
!Amparas de luz .blanca fria disponibles en el mercado; sobre todo 
si se p!en·sa Iluminar los cultivos desde arriba, es decir, si la 
1 lumlnacl6n va a ser vertical e Individual izada para cada esta• 
como en la figura 25. 

2.- Es recomendable que el anaquel tenga una altura total que pennlta 
un acceso rae! l y rapido a cada uno de los entrepaños. 

En la figura 25 se presenta un. esquema de un anaquel con 4 -
entrepaños. 

3.- Los estantes deberan estar pintados con esmalte blanco para que -
permitan la reflexl6n de la luz y para que se puedan lavar y de-
slnfectar con facll !dad. 

4.- El ancho del anaquel dependera de los siguientes factores: 

al. La !lumlnaci6n que se quiera dar a cada entrepailo, lo cual d! 
terminara la cantidad de !Amparas que se tendran que disponer 
en la parte ª!ta de cada entrepailo. 

b) El tipo de frascos que se empleen en micropropagaci6n y los -
volOmenes de producción que se est~n generando: 

c) El espacio del que se disponga en el area de incubac!On. 
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,... 1 o----"º ----

l 
Figura 25. ESTANTE construido en madera, constituido de 

cuatro entrepa~os Y con i lumin~ci6n vertical 

proporcionada por las l~mparas (L) de luz -

blanca fria. 
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- - ...__ - - ,_ .. 

Figura 26. BASTIDOR de madera con seis l~mparas de 
40 watts de lÚz blanca fria, que propo!: 
clonan la intensidad necesaria para las 
fases de adaptación y multipllcad6n -
11 in vitro". 
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X .10. ALGUNAS SUSTITUCIONES PARA LA FASE DE ADAPTAC!DN A SUELO 

En 'el capitulo VIII se discuti6 c6mo la transferencia y adaptacl6n al 

suelo. Implica una serie de riesgos que las plantas micropropagadas tienen -
que librar a~tes de ) legar a la culminaci6n de su desarrollo en lnvernade-

ro, por lo tanto a contlnuaci6n se presentan una serie de ideas para la el!!_ 
boracl6n de elementos que nos han sido de gran ayuda en esta fase de la se

cuencia de propagacl6n. 

En' primer t~nnlno se sugertra la manera de generar un microamblente -
propicio para las plantas en la fase 1de adaptaci6n a suelo. Este se puede -

lograr por medio de las siguientes opciones. 

1) Maceta cubierta con una capucha de plástico. 

Esta alternativa se logra poniendo 4 palitos en posición vertical y e

quidistante, clavados en el sustrato a manera de postes. Sobre estos se va 
a colocar una bolsa de pUstico transparente y del diámetro adecuado para -
que pueda cubrir la pared e~tema en la boca de la maceta. Esta debe ser _de 
preferencia de pUsttco para que se pueda sujetar con una cinta d_e papel a

dhesivo a la maceta (Flg. 27). 

Las precauc Iones que se deben tener en cuenta son: 

a) No permitir que la bolsa de pUstlco entre en contacto con Ja pla!! 
ta, ya que esto ocasiona una rápida pudrlci6n de los tejidos. 

b) Recordar practicar orificios o áreas de intercambio gaseoso en la 

bolsa plástica para prevenir al máximo el ataque de hongos. La ca!! 

tldad de perforaciones debera aumentarse conforme Ja adaptación de 
la planta avance, hasta llegar a retirar por completo la cubierta 
p!astica. 

c) Mantener a las _plantas en sus macetas, cubiertas con plástico, en 
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Areas donde la incidencia de luz sea del Joi a 40i con respecto a 
la luz del sol. Gradualmente las plantas deberAn irse adaptando a 
las condiciones nonnales de iluminación. 

d) Procurar mantener fresca el Area donde se localizan las plantas. -
Esto se puede lograr mojando piso y paredes en las horas del dla -
en que sea mAs alta la temperatura. 

2) Vasos desechables adaptados como mlcroinvernaderos. 

Los vasos desechables también pueden ser' muy útiles en el manejo de -
plantas en la fase de adaptación a suelo. Esto se logra poniendo un vaso SE_ 

· bre otro, unidos por las bocas y procurando que el vaso superior sea de ma
terial trans!Ocldo. Los vasos as! dispuestos pueden ser fijados por medio -
de una cinta de papel adhesivo (Fig. 28). 

En este caso las precauciones que se deben seguir son las mismas que -
las Indicadas para las macetas con cubiertas p!Ast!cas. 

3) Construcción de una cAmara de nebu!!zaclón. 

En la regulación del m!croambiente de las plantas en la fase de adapt! 
c!6n, se puede generar una atmósfera saturada de humedad por medio de un e
quipo nebul lzador, el cual puede ser construido por uno mismo con pocos ma
teriales. 

Las ventajas de este sistema son: 

1.- Mantiene una diferencia térml¡:a entre la parte aérea y radicular 
de las plantas, lo que estimula un enraizamiento mas rApldo y a-
bundante. 

2.- El riego puede ser suministrado con fertilizantes lo que acelera 
. el desarrollo de las plantas. 
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3,- Las plagas pueden ser controladas añadiendo p;aguiddas al .igua -

de riego. 

4.- Se puede recuperar y reciclar el agua de riego. 

En las figuras 29 y 30 se presenta un modelo sencillo de c~mara de ne

bul izaci6n que puede construirse f~ci !mente • 

.. 
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Figura 27. MACETA CON CAPUCHA PLASTICA para generar u.n micro
ambiente favorable en Ja fase de adaptacl6n a suelo. 

1.- Maceta. 
2.- Bolsa de plástico. 
3.- Pal !tos de madera para mantener extendida ·1a 

capucha p!Astica. 
4.- Orificios para Intercambio gaseoso. 
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figura 28. VASOS DESECHABLES ADAPTADOS COMO MICROINVERNA

DEROS. 

1 .- vasos desechables opacos. 

2.- vasos desechables transparentes o transl.Q_ 

cidos. 
3.- Orificios para intercambio gaseoso. 
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Figura 29. BANCAL DE INVERNADERO ADAPTADO COMO CAllARA NEBUL!ZADORA. 

1.- Bancal de concreto. 
2.- Tubo PVC de 3/4" con boquillas aspersoras tipo 

11microyet 11
• 

3.- Bomba de 1 /2 HP. 
4.- Tinaco o recipiente colector de agua. 
5.- Linea colectora de agua que va del drenaje del 

bancal al tinaco colector. 
6.- Estructuras para soportar 1 a l lnea aspersora y 

el pUstlco con que se cubre la camara nebulf
zadora. 

7.- Coladera de desagUe del granaje protegida con 
una malla fina para evitar el escape de partlc!!, 
1 as de sustrato. 

B.- Reloj de periodo para encendido intennitente de 

la bomba de Impulsión de agua. 
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Figura 30. Aspecto de una BOQUILLA ASPERSORA TIPO MICROYET que 
provee de una neblina que favorece el enraizamiento 
y adaptaci6n de las plantas en el invernadero. 

1.- Banca 1 de concreto adaptado como camara 
nebul izadora. 

2.- Tuberla de PVC con boquillas aspersoras. 
3.- Ampliaci6n de una boquilla aspersora ti

po 11microyet11
• 

4.- Orificio de sal ida del agua propulsada -
por 1 a bomba. 

5.- Punto de generaciOn de la sombrilla de -
neblina. 
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En este capftuio se expone a manera de resúmen lÚ experiencias adqui
ridas durante 10 años de práctica y enseñanza de la micropropagaci6n de ~1-
gunas eSpecies vegetales, haciendo referencia a las recomendaciones y 11 rece 
tas dadas en los capftulos precedentes. 

As! mismo, este último capitulo está pi.aneado de tal manera que si se 
van reaHzando las prácticas en el orden propuesto, irán ! levando gradual-
mente al lector a niveles de dificultad mayor, hasta.adquirir la.destreza -
necesaria para abordar el cultivo "In vitro" de meristemos el cual, en opi
nión de varios r:iicropropagadores, es el que mayor habi l ldad y experiencia -
requiere. 
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Xl.1. M!CROPROPAGACION OE VIOLETA AFRICANA 

Explante: Fragmentos de hoja de 1 a 2 cm2; la manera de obtener este tipo 

de explante se explica e ilustra en el inciso V.6 figura 6. 

Esterilización de los expiantes: Para proceder a la esterilización de este 

tipo de explantes emplear el método N°1 mencionado en el inciso Y.5. 

Al igual que para los peciolos de hoja de violeta africana, primero e~ 

teri 1 izar la superficie de las hojas y posteriormente disectar los fra~

tos de 1 ó 2 cm2• 

Etapas del proceso: Para la micropropagación de está planta por medio de -

explantes de hoja se requieren 2 etapas de cultivo "In vltro": 

1) Etapa de multiplicación. 

2) Etapa de enraizamiento. 

La etapa de multiplicación cCJO¡Jrende de la primera a la décima smana, 

la etapa de enraizamiento va de la décima a la décimocuarta selllilna_ La 'eta

pa de adaptación y desarrollo en el suelo abarca de la décimocuarta seraana 

a la vigésimo quinta o vigésimo octava semana. 

Medios empleados en cada etapa: En la fase de multiplicación el medio.,,.__ 

pleado es el de Murashigue y Slmog al cual se le adicionan 0 •. 1 111g/l de aci

do naftalenacético, 5.0 mg/1 de 6-Benci 1 adenina, 30,000 mg/1 de sacarosa y 

2,000 mg/l de agar-agar. 

En la fase de enraizamiento se emplea el medio Murashigue y Skoog al -

cual se le agregan 170 mg/l de 11aHzP04• 20,000 mg/1 de sacarosa y 8,000 

mg/l de agar-agar. 

En la fase de adaptación y desarrollo en ·suelo se recOll'lienda el eapleo 

de las mezclas Nº1 y Nº6, enllstadas en la seccion· Ylll.4. 
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Condiciones de "incubación" para cada una de las etapas: Tanto para la fa
se de multiplicación como la de enraizamiento "in vitre" la intensidad lumi 
nosa debe ser de 2500 a 3000 lux, el fotoperiodo de 12 hrs luz y la temper~ 
tura de 23 a 2sºc. 

En la fase de adaptación y desarrollo en suelo es importante mantener 
a las pl~ntas en mlcroambientes como los descritos en Ja sec~ión X.10 figu
ras 27 y 2B. 
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XI, 11 • MICROPROPAGACION DE VIOLETA AFRICANA 

Explante: Fragmentos de peciolo de 2 • de espesor. La manera de obtener
los se Ilustra en la figura 5 secci6n Y.6. 

DesinfecclOn de los explantes: Pin la esterilizaci6n de este tipo de ex
plante emplear el método N°1 seccf6n Y.5. Realizar priEro la esteriliza
ciOn de los peciolos y después disectar los explantes. 

Etapas del proceso: En la •icropropagaciOn de violetas africanas a partir 
de fragmentos de peciolo son necesarias dos etapas "in vitro•. 

1) Etapa de multiplicaci6n. 
2) Etapa de enraiz•iento. 

La etapa de multlplicaci6n 'cOllllrende de la priDi!ra a la octava se11ana. 
La etapa de enraizamiento abarca de la octava a la dkl111Jsexta. seinana. La ~ 
tapa de adaptaciOn y desarrollo en el suelo vá de la décimosexta a la vigé
simo quinta semana. 

,Medio de cultivo empleado en cada etapa: El medio de cultivo empleado tan
to en la etapa de multlplicaci6n cc.-i en la t!e enraizamiento es el de - - -

Murashlgue y Skoog al cual se le adicionan ácido naftarenacético 0.1 mg/1,· 
6-Bencil adenlna 5.0 mg/1, sacarosa 30,000 mg/l y agar-agar 8,000 mg/I. El 
pH se ajusta a 5.6. 

Para 1 a etapa de adaptaci6n y desarrollo en el suelo se recomienda el 
empleo de las mezclas Nº1 'I 6 et1listidas en la secci6n Vlll.4. 

Condiciones de "incubaci6n" para cada una de las etapas: Para la etapa de 

multiplicaclOn es requerida una intensidad lt•lnosa de 1000 lux, una taope

ratura de 25 °c y un fotoperiodo de i l;._inaciOn/oscuridad de 16/8 h. 

En la etapa de enraiz•lento li intensidad 1..,inosa debe reducirse a -
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800 lux para inducir la etiolaclOn de las plantas y acelerar el enralzamle!!_ 
to; el fotoperlodo, debera ser 12 h luz y 12 h de obscuridad y la temperat.!!_ 
ra de 2s0c •. 

La etapa de adaptaciOn a suelo puede ser realizada con adaptaciones p~ 
ra la generaclOn de microamblentes como las mencionadas en la secciOn X.10 
figuras 27 y· 28. 

Observaciones: Este sistema de micropropagaci6n puede ser complementario -
al de expiante de hoja, dando como resultado un aprovechamiento mas inte--
gral de las hojas de Violeta Africana en un programa masivo de multipllca-
ciOn. 

' 
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Xl.2. MlCROPROPAGACION O(TABACO 

Explante: Porciones de tal lo de 3 a 5 11111 de espesor, procedentes de plan-

. tas recién gennlnadas y de 25 cm de altura o bién, de plantas adultas. La -

manera de obtener los explantes de tallo se explica en la sección V.6 y se 

Ilustra en la figura 6. 

Oesinfeccl6n de la superficie de los explantes: Para la esterilización de 

este tipo de explantes se recomienda el método Nº2 mencionado en la sección 

V.5. La disección de los explantes se realiza una vez esterilizadas la su-

perflcie de las porciones donadoras. 

Etapas del proceso: La mlcropropagación del tabaco Involucra 3 etapas "in 

vitre" mas Ja fase de adaptación a suelo. 

Las etapas 11 ln vitre" son: 

1) Etapa de callogénesis •. 

2) Etapa de embrlogénesis. 

3) Etapa de dlferenclacl6n y enraizamiento. 

Medios empleados para cada una de las etapas: En la etapa de callogénesis 
se emplea el medio de Hurashlgue y Skoog al cual se le añaden 1.0 mg/1 de! 

cido 2,4-diclorofenoxlacétlco, 0.03 mg/J de clnetlna, 30,000 mg/l de sacar!?_ 

sa y 8,000 mg/I de agar-agar. El pH se ajusta a 5.6. 

En la etapa de embrlogénesis el medio util Izado es el de Murashlgue y 

Skoog al cual se le adicionan t mg/l de acldo lndol-3-acétlco, 3 mg/J de c!_ 

net!na, 30,000 mg/I de sacarosa y 8,000 mg de agar-agar. El pH se ajusta a 

5.6. 

El enr~lzainlento "In vitre" se lleva a cabo en el medio de Murashigue 

y Skoog al cual se le agregan 20,000 ing/J de sacarosa, 8,000 mg de agar y -

el pH se ajusta a 5.6. 
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·El proceso de adaptación a 5uelo se puede realizar sobre la mezcla N°2 

mencionada en la seccl6n Vl!'l.4. 

Condiciones de "incubación" para cada una de las etapas: Para la fase de -

callogénesls se requiere de una Iluminación de 1000 lux. un fotoperiodo de 
12 h luz y una temperatura· de :·24 ºc. 

Las etapas de embrlogénesls y enra~zamlento se realizan bajo las si--

gulentes condiciones. 

Iluminación de 8,000 lux, fotoperiodo de 16 h luz y 24 ºe de temperat!:'_ 

ra. 

La adaptación a suelo se puede real izar empleando cualquiera de Jos ~ 

todos expl lcados en la sección X.10 figuras 27 y 28. 
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XI .3. MICROPROPAGACION OE ROSA 

Explante: Yema axilar con porcl6n de tallo de aproximadamente 1 cm de lon

gitud. La forma de obtener el explante se explica en la seccl6n V.6 y se i

lustra en la figura 1. 

Deslnfeccl6n de los explantes: La deslnfestacl6n de los explantes deberá -

hacerse con el método Nº2 mencionado en la secci6n V .5 • . 
Las porciones donadoras se cortarán a la mitad de los entrenudos para 

obtener porciones de tal lo de 5-6 cm de largo, debiéndose encontrar una ye- · 

ma axilar a la mitad de cada seCj!llento (esterilizar estas porciones). 

Etapas del proceso de mlcropropagaci6n: La micropropagaclón de rosa por'"!_ 

dio de este tipo de explante coq¡rende 2 etapas "in vltro" a saber: 

1) Etapa de proll feracl6n. 

2) Etapa de enra l zamlento. 

En Ja etapa de prollferacl6n se Induce a la yema a generar de 4 a 6 -

brotes y a la secci6n anexa de tallo a formar callosldad, de la cual poste

riormente se generarán las ralees. 

Está etapa abarca de Ja prl111era a la sexta semana. 

La etapa de enralza11iento se lleva a cabo de la sexta a la décimapri"'! 

ra semana. En esta fase se induce la formación de ralees a partir del callo 

generado en la fase de multiplic.aci6n. 

Medio de cultivo empleado en cada fase: Para la fase de multlpl icaci6n el 

medio de cultivo utilizado es el de Murashlgue y Skoog compl-ntado con -

los siguientes cOlljluestos: 6-bencil aminopurlna 2.0 mg/l, ácido naftalenae!_ 

tico 0.1 mg/I. 

En la etapa de enraiz•iento los brotes producen ralees rápidamente al 
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ser transplantados al medlo de Murashlgue y Skoog a 1/4 de su concentración 
y sin anadlrse nlnguna hormona. 

Los brotes enraizados "ln vitro" son transferidos a la mezcla Nº4 6 6 
mencionada en la seccl6n Vlll.4 para proseguir con su desarrollo en invern!!_ 
dero. 

Condlclones de "incubación" para cada una de las etapas: Para las fases de 

multiplicaci6n y enraizamiento "in vitro" son necesarias las siguientes co!)_ 

diciones: 20,000 lux de Intensidad luminosa, 22 a 25 ºe y un fotoperiodo de 
16 h luz/B h obscuridad. 

En la etapa de adaptación a suelo se recomienda el empleo del sistema 
de macetas con capucha pl~stlca (sección X. 10 figura 27). 
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X l. 3' • MI CROPROPAGAC ION DE ROSA 

Explante: Yemas apicales caulinares (ver sección V.5, figura 1 para la for 
ma de obtener el explante). 

Desinfección de los explantes: La esterillzacl6n de la superficie de los -
explantes deberá realizarse con el método N°2 mencionado en la sección V.5. 

Etapas del proceso de mfcropropagación: Al igual que el proceso de micro-
propagación de rosa por medio de yemas· axilares todo el proceso comprende -
2 etapas "in vitro" y la fase de adaptación a suelo. 

Las dos etapas "in vltro": 

1) Etapa de multlplicaci6n. 
2) Etapa de enraizamiento. 

La etapa de multiplicación se realiza en un total de 8 a 12 semanas, -
mientras que la etapa de enraizamiento se lleva a cabo en 6 semanas m.ls. 

Medio. de ·cultivo empleado para cada una de las etapas: La fase de multipl! 
cación "in vitro" se realiza sobre el medio de Murashigue y Skoog adiciona!!. 
do 3.0 mg/l de 6-bencil adenina y D.5 mg/1 de .lcldo lndolacético, 30,0DO -
mg/l de sacarosa y 8,0DO mg/l de agar-agar. 

La etapa de enraizamiento se lleva a cabo en el medlo de Murashlgue y 

Skoog complementado con 0.5 mg/1 de .leido lndolacétlco, 20,000 mg/l de saca 
rosa y 8,000 mg/1 de agar. 

La adaptación a suelo se debe hacer. sobre la mezcla Nº4 6 6 (sección 
VIJl.4). 

Condiciones de "Incubación" para cada una de las etapas: En la fase de 11u! 
tlpllcaclón se recomienda una Intensidad luminosa de.1,500 a 2,000 lux, una 
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temperatura de 26 ºe y el fotoper_lodo debe ser de 16 h. luz. 

En la etapa de enraizamiento se debe dar una IJuminaciOn de 10,000 lux 
y, mantener Ja temperatura en un rango de 24 a 28 ºe bajo un fotoper(odo de 
12 h luz. Para la adaptaciOn en suelo se debe proporcionar a las plantas u
na intensidad luminosa de 10,000 a 12,000 lux, una temperatura de 24-28 ºe 
y una humedad relativa del 80-851, empleando Ja alternativa propuesta en Ja 
figura 27 de la secciOn X.10. 
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XI.4. HICROPROPAGACION DE DURAZNO Y CHABACANO 

Explante: Embriones sin porciones de cotiledones. 

La forma de obtener este tipo de explantes se expl lea en la sec

ción V.6.5 y se Ilustra en la figura B. 

Para la desinfección de la almendra emplear el método Nº3 en! istado en 

la sección V .s. 

Etapas del proceso; La micropropagaciOn por medio de embriones puede com-

prender dos alternativas: 

1.- Un einbr!On una planta. 

2.- Un l!lllbrlón varios brotes. 

En la primera alternativa de un embrión se obtiene directamente una -

planta y el proceso comprende una sola etapa. En la segunda alternativa de 

un embrión se obtienen varios brotes y este proceso comprende las sigulen-

tes fases "in vitro": 

1) Hultlpllcaclón. 

2) Enraizamiento. 

La fase de multiplicación abarca de la primera a la octava semana y la 

fase de enraizamiento de la octava a la déclmosegunda semana. 

Medios de cultivo empleados en cada una de las fases: Para la micropropag! 

clón de estas especies por la prlrera alternativa se debe utilizar el medio 

de Hurashigue y Skoog adicionando 300 mi/! de agua de coco, 15,000 mg/I de 

sacarosa y agar al 81. 

Las plantas deben ser adaptadas a suelo empelando la mezcla Nº1 mene!~ 
nada en la sección Vlll.4. 
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Para la producción de plantas de durazno y chabacano por la segunda a.!. 
ternatlva se emplea el medio de Murashlgue y Skoog para la fase de multlpl.!. 
caclOn al cual se le anades 5.0 mg/l de 6·bencil adenlna, 0.5 mg/I de kldo 
naftalenacét!co, 30,000 mg de sacarosa, 8,000 mg/I de agar y 150 ml/I de a· 
gua de coco. 

En la fase de enraizamiento "In vitro" se emplea el medio de Murashl·· 
gue y Skoog al cual se le agregan 200 ml/I de agua de coco, 15,000 mg/l de 
sacarosa y 8,000 mg/I de agar-agar. 

Para la fase de adaptación a suelo se recomienda el empleo de las al-· 
ternativas Nº27 y Nº2e en! istadas en la sección x.10. 

Condiciones de "tncubacl6n para cada una de las fases. Para la fase de mu.!. 
tlpltcact6n se requiere de una intensidad IU11inosa de 1,500· lux, un fotope· 
r!Odo de 10 h luz y una temperatura de 22·25 ºc. 

Para la etapa de enraizamiento "In vltro" la intensidad luminosa debe 
ser de 5,000 lux, el fotoper!odo de 12 h y la temperatura de 2aºé. 

En la fase de adaptación a suelo se recomienda emplear macetas con ca· 
pucha pUstica (ver sección X, 10, figura 27). 
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XI.5. MICROPROPAGACION DE ZANAHORIA 

Explante; Porciones de ralz. 

Las precauciones y la manera de obtener este tipo de explante se 
especifican en la secclOn V.6 figura 11. 

OeslnfecciOn de los explantes. El desinfestado de la superficie de ralz de 

be hacerse con el método Nº2 mencionado en la secclOn V.5. -

La disecclOn de las porciones donadoras debe hacerse antes de disectar 

los explantes. 

Etapas del proceso. En la producciOn de plantas de zanahoria se induce al 

explante .a la producciOn de callo, posterionnente a la de embriones y por -
.Oltimo a la dlferenciaciOn y enraizamiento; de aqul que las fases que Inte

gran este proceso sean: 

2) Embrlogénesls. 

3) Organogénesls y enraizamiento. 

Medios empleados para cada una de las etapas. Para la etapa de callogéne-

sls el med.io empleado es el de Murashigue y Skoog al cual se le ailaden 1.0 

mg/l de ~cido 2,4-diclorofenoxiacético, 0.03 mg/l de cinetina, 30,000 mg/l 

de sacarosa y 8,000 mg/l de agar-agar. 

En la lnducciOn a la fonnaciOn de embriones se emplea el medio Murash_!. 

gue y Skoog al cual se le adicionan 30,000 mg/l de sacarosa y 8,000'mg/l de 

agar-agar. 

En la et.apa de organogénesls y enraizamiento se emplea el medio de 

Murashlgue y Skoog el cual se CQAIPlementa con 15,000 mg/l de sacarosa y 

8,000 mg/l de agar-agar. 

Condiciones de "lncubac!On" para cada una de las etapas. En las fases de -
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callogenésls y embrlogénesis se requiere de una intensidad luminosa de 100 

lux, un fotoperlodo de 14 h luz y una temperatura de 2s0c. 

Para la etapa de organogénesls y enraizamiento se encesita de una in-
tensldad luminosa de 3,000 lux, un fotoperlodo de 14 h klz y una temperatu
ra de 2sºc. 
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Xl.6. MICROPROPAGACION OE CLAVEL 

Explante. El clavel se mlcropaga por medio de merlstemos ya que de esta m! 

nera se obtienen plantas libres de enfennedades. 

El método para obtener este tipo de explantes se expl lea e ! lustra en 

la sección V.6, figuras 2 y 3. 

Oeslnfecclón de los explantes. Para llevar a cabo la esterilización de la 

superficie de las porciones donadoras de Jos explantes emplear el método -

Nº1 expuesto en la sección v.s. 

Para facilitar el lavado y desinfestado de las yemas axilares retirar 

las hojas cort4ndolas lo m4s próximo al nudo. 

Etapas del proceso. Para garantizar al mhimo la producción de plantas li

bres de vlrosls es necesario sembrar exclusivamente el merlstemo, Jo cual -

Implica Ja necesidad de una fase de adaptación a condiciones de cultivo "in 

vitre". Posterionnente los explantes pasaran a la fase de muitlpllcaclón y 

enraizamiento "In vitre", después de las cuales prosegulr4n la etapa de a-

daptación a suelo. 

Medios empleados para cada una de las fases. En la etapa de adaptación al 

cultivo "in vitre" se debe emplear el medio de Murashlgue y Skoog al cual -

se le adicionan 30,000 mg/I de sacarosa y 8,000 mg/I de agar. El pH se le! 

justa a S.6. 

Para Ja etapa de multiplicación se puede emplear tanto un medio sólido 

como un medio liquido teniendo coono base la fórmula de Murashigue y Skoog 

complementada con D.2 mg/I de 4ci~o naftalenacético, 2.S mg/I de cJnetina, 

30,000 mg/1 de sacarosa y en el caso de medios sól Idos B.O gr/l de agar. -

El pH se ajusta a S.S. 

La fase de enraizamiento se lleva a cabo en el medio de Murashlgue y 
Skoog al cual se le anaden 1.0 1119/l de 3cldo indo! butrrlco, 20,000 mg/I 
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de sacarosa y 8,000 mg/l de agar; el pH se ajusta a S.S. 

Para la adaptac16n a suelo se pueden emplear la mezcla Nºs y la Nº4 -

mencionadas en la·seccl6n Vlll.4. 

Condiciones de "lncubacl6n" para cada una de las etapas. Para la adapta--

cl6n a cultivo "in vitro" la Intensidad luminosa debe ser de 1000 lux, el -

fotoperlodo de 12 h luz y la temperatura de 22°c. 

En la fase de multipllcacl6n y enraizamiento "In vltro" la intensidad 

luminosa deberá aumentarse a 10,000 lux, y el fotoperlodo deberá ser de 16 

h luz y la temperatura de 22°c. 

Para la adaptacl6n a suelo se recomienda el empleo de una cámara nebu-

1 lzadora como la ilustrada en la figura 29 de la sección X.10,_para Inducir 

la producci6n de ralees. 
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XI.7. MICRDPRDPAGACION DE CRISANTEMO 

Explante. Al Igual que para clavel y fresa, en la mlcropropagaclón de cri

santemos se emplea el merlstenio, pues una de las metas perseguidas es la -

producción masiva de plantas libres de vlrosls. La manera de obtener este -

explante se Ilustra en la figura 4 de la sección V.6. 

Desinfección de la superficie de las porciones donadoras de explante. Deb.!_ 

do a la gran cantidad de trlclllnas que poseen las yemas de crisantemo, se r~ 

comienda un cuidadoso lavado y esterilizado de las porciones donadoras de -

explantes, empleando el método N°2 mencionado en la sección V.5. 

Etapas del proceso. La mlcropropagación de crisantemo puede hacerse por -

dos rutas principales y cuyas etapas son las siguientes: 

Ruta organogénlca 

1) Etapa de desarrollo y enraizamiento "In vitro". 

2) Etapa de adaptación a suelo. 

Ruta embriogénica 

1) Etapa de multipllcacl6n "In vl,tro". 

2) Etapa de diferenciación y enraizamiento "In vitre". 

3). Etapa de adaptación a suelo. 

Medios de cultivo para cada una de las etapas. 

Ruta organogénlca. El lledlo e11pleado para la producción de plantas de 

crl santemo por ésta ruta es el de Murashigue y Skoog al cual se le agregan 

20D ml/l de agua de coco, 30,000 11!)/l de sacarosa, 0.1 mg/l de Acldo nafta

lenacétlco y 8,DDO mg/l de agar. El pH se ajusta a 5.6. 

Ruta embriogénica. Para la etapa de 111Ultlplicaclón "In vitre" se em-

plea el medio de Hurashl.gue y Skoog al cual se le agregan 150 ml/l de agua 
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de coco, 0.5 mg/1 de ~cldo naftalenacético, 5.0 mg/l de 6-bencll adenina, 

30,000 mg/1 de sacarosa y 8,000 mg/I de agar. El pH se ajusta a 5.6. 

Para la etapa de diferenciación y enraizamiento "in vltro" se utiliza 

el medio de Murashigue y Skoog adicionado con 20,000 mg/1 de sacarosa, 8000 

mg/1 de agar y el pH se ajusta a 5.6. 

·Para la fas~ de adaptación a suelo se recomienda el empleo ,de la mez-

cla N°4 ó 5 mencionada en la sección VIII.4. 

Condiciones de "incubación" para cada una de las fases. 

Ruta organogéntca. Para la ~tapa de desarrollo y enraizamiento "In v.!_ 

tro" se requiere de una Intensidad luminosa de 3,000 lux, un fotoperlodo de 

16 h luz y una temperatura de 24°c. 

Ruta embriogénica. En la etapa de_ multiplicación "In vltro" se neces.!_ 

ta suministrar a los explantes una intensidad luminosa de 1,500 lux, un fo

toper!odo de 16 h luz y una temperatura de 22 a 24ºc. 

En la fase de diferenciación y enraizamiento "In v!tro" los explantes 

requieren de 8,000-10,000 lux de intensidad luminosa, 16 h luz de fotoperl~ 

do.Y 22-24°c de temperatura. 

Para las plantas obtenidas por cualquiera de las dos rutas se recomie~. 

da que la adaptación a suelo se realice en un ambiente de nebul!zac!ón o -

bien empleando el sistema de macetas con capuchas pl~stlcas, como la llus-

trada en la sección X.10 figura 27. 
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XI .8. M!CROPROPAGACION DE FRESA 

Explante. La fresa es una especie que se micropropaga pcir medio de merist! 

mos pues el principal objetivo es el de obtener plantas libres de patóge--

nos. 

La manera de obtener este explante se explica e Ilustra en la sección 

V.6 figura 4 (la apariencia y disección de estos meristemos es muy similar 

a los de crisantemo). 

Desinfección de los explantes. Para la esteri l izaclón de, la superficie de 
las porciones donadoras de explante de fresa se recomienda emplear el méto

do N°2 mencionado en la sección V.5. 

Etapas del proceso. La micropropagación de fresa comprende las siguientes 

etapas: 

1) Multiplicación "in vitre". 

2) Enraizamiento "in vitre". 

La fase de adaptación a suelo y desarrollo en invernadero solo comple

tarán el primer ciclo de multiplicación, ya que posterior a éste vendrán -

dos fases de producción más para alcanzar la calidad certificada, estas fa

ses se deberán realizar en condiciones de cultivo bajo cubierta plástica ( 

consultar la sección !X.2). 

Medios de cultivo empleados en cada fase. Para la etapa de multiplicación 

"in vitre" se deberá emplear el medio de cultivo listado en el apéndice 1 

al cual se le deberán agregar las siguientes substancias: kido indolbutlr.!. 

co 1.0 mg/l, 6-bencil aminopurina 3.0 mg/l, glucosa 20 gr/!, agar a.o mg/l 

y ajustar el pH a 5.6. 

Para la fase de enraizamiento se deberá emplear el mismo medio pero S!!_ 

prlmiendo la 6-bencil aminopurlna. 
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Para la etapa de adaptacl6n a suelo se recomienda el uso de las mez--
clas N°1 6 6 en listada en la seccl6n VIII .4. 

Condiciones de "Incubación" para cada una de las fases. En las fases de -
multipllcacl6n y enraizamiento se requiere de las siguientes condiciones: -
1000 lux de Intensidad luminosa, un fotoperlodo de 16 h luz y una temperat)!_ 
ra de 2sºc. 

Para la etapa de adaptacl6n a suelo se necesita una cobertura pUstica 
que proteja a las plantas de la desecacl6n o bién, debido a la gran escala 
en que usualmente se produce esta planta; se recomienda el empleo de una e! 
mara nebul lzadora como la que se 1 lustra en la figura 29 de la secci6n X.10. 
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APEtlDICE 1. Medio de Boxus. 

Base Knop modiflc.ado para fresa. 

Ca(N03)2" 4H20 

KN03 
MgS04 "H2o 
KH2P04 

CoC12 "6H20 

Kl 

MnSo4 
ZnS04 "H20 

Cuso4 "5H2o 

Feso4·H20 

Na2 EDTA 

lnositol 

TI amina 

Acldo Nlcotlntco 

1000.000 mg/i. 

1000.000 mg/l. 

250.000 mg/i. 

250.000 mg/1. 

0.025 mg/1. 

0.830 mg/1. 

0.250 mg/1. 
6.200 mg/1. 

17 .ooo mg/1. 
10.600 mg/1. 
0.025 mg/1. 

27.BOO mg/1. 

37 .300 mg/1. 

100.000 mg/1. 

0.100 mg/1. 

0.500 mg/1. 
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Plrldoxlna o.sao mg/1. 
Glicina 2.000 mg/l. 
Sacarosa 20.000 g/l. 6 
Glucosa 40.000 g/l. 
AIB 1.000 mg/l. 
6 BAP 1.300 mg/I. 
Agar-agar 8.000 g/l. 
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