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Justificacién

En la actualidad la biotecnologfa ha ido adquiriendo un prestigio que
crece cada dfa debido a que permite la produccién de bienes y/o sérvicios ~-
empleando organismos vivos y como sustratos desperdicios o desechos de 0«--
tras industrias y optimizando al miximo los rendimientos, al mismo tiempo -
que minimiza o elimina por completo los efectos de deterioro sobre el medio
ambiente.

Estas bondades han generado un creciente interés tanto en las institu~ .
ciones de investigacién y docencia asf como en los diversos sectores produc
tivos del pafs; lo cual ha generado a su vez una demanda creciente de infor
macin sobre estas técnicas que permita pasar de la etapa de plantas experi
mentales y piloto & programas masives de produccién.

La micropropagacién, técnica comprendida dentro del &rea de Cultivo de
Tejidos VYegetales, a su vez considerada como una biotecnologfa, no ha queda
do exenta en ésta situaci6n. Por el contrario, cada dfa son mds las escue--
las y los niveles en que se incorpora como materfa obligatoria en semestres
intermedios y como materia coptativa en semestres terminales. Esto ha genera
© do a su vez un nGmero creciente de tesis y trabajos de 1nvéstigaci6n rela--
cionados con la producci6n de plantas via esta técnica.

Por otra parte en los sectores agricolas relacionados con las activida
des viverfsticas y de planteros. tanto en especies frutales, forestales, or-
namentales y hortfcolas la creciente necesidad de elevar la calidad fitosa-
nitaria de las plantas y de una produccibn 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 la adaptaci6n -
de las plantas producidas "in vitro” a condiciones de suele. V



" Debjdo 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 ]os pasos que se tienen qué’ sequir en el proceso de Micropropaga
cién y que haga intapié en aquellos detailes y precauciones que solo se po-
drfan adquirir en varios meses y quizds afios de trabajo dentro de un [abdrg
torjo. También surge debido a la necesidad de sefalar alternativas pricti--
cas inmediatas para la elaboracibn de equipo y materialés que subsanen, aun
que de una manera modesta, la falta de recurso econdmico tanto en las escue
las como en aquellos sectores agrarios en los que esta tecnologfa ofrece --
1a posibilidad de una competitividad y productividad mayor.

Por Gltimo este manual tiene como prop8sito retomar la filosoffa de la
investigacién cientifica planteada por el Gral. L&zaro Cérdenas en la cual
¢l objetivo no es "modernizar" la agricultura imitando los modelos norteame
ricanos -sino_mejorando, apoyando y optimizando los métodos agricolas tradi-
¢ionales y concentrdndose sierﬁpre en lo que pueden utilizar los pequefips ~-
productores que poseen poco dinero y cuyas condiciones productivas se apar~
ten un buen trecho de las ideales.

Rescatar esta filosoffa sobre todo en los trabajos de tipo técnico es
algo de suma importancia en un momento como lo es el presente, en el cual -
pafses con las caracterfsticas de desarrollo como el nuestro se estdn incor
porando a programas mundiales de producci6n de alimentos que lo (nico que -
nos dejan son una mayor deuda externa, uha creciente dependencia alimenta--
ria y tecnol6gica, un deterioro ecolégico en la tierra y el agua -con mati-
ces de irreversible- y la p&rdida de informaci6n genética de las variedades
silvestres. Estas al ser sustituidas por las variedades "mejorad'as" produc-
to de la Revolucibn Verde con sus ya conocidas desventajas como son la baja
resistencia a plagas y enfermedades 10 cual obliga al empleo de grandes can
tidades de pesticidas, SL; gran demanda de fertilizantes qufmlco~s, lo que re
percute en la necesidad de mayores aportes de agua, lo que @ Su vez aumenta
la necesidad de mas pesticidas y as! sucesivamente,

Por todo lo anterior hemos intentado elaborar esta gufa con el Gnico -



propbsito de que aclare y auxilie tanto a estudiantes, tesistas y producto-
res que estén interesados en solucionar algunc o algunos de los maltiples -
problemas cuya solucién descansa en esta técnica.



Obfetivo

El objetivo principal de este trabajo es el de exponer de manera sucin
ta y clara los aspectos generales pricticos que requiere la técnica de mi-~-
cropropagacidn vegetal, comprendiendo a 8sta como uno de los varios aspec--
tos' del cultivo de tejidos vegetales y que como su nombre lo indica estd --
dedicada a la produccién de plantas.



Estrycturacién del trabajo

éste trabajo no pretende ser un andlisis ni tebrico ni bibliogréfico;
pero aunque en todos los casos las experiencias plasmadas en &l estén cote-
jadas y apoyadas por los resultados y experiencias de otros investigadores;
el autor del presente se ha limitado a exponer lo mds ordenadamente posi---
ble, la secuencia de pasos que conducen 3 la propagacitn de plantas via es-
ta técnica.

Este manual est§ estruc}urado de,la siguiente manera:

1) Primera parte. Intenta definir y ubicar a la micropropagacién de
plantas contestando a las siguientes preguntas:
iQué es la reproduccién vegetal y coma se lleva a cabo? .
¢Qué es la propagacibn asexual 6 vegetativa y cudles son los mecanismos que
hacen posible este tipo de multiplicacion en las plantas?
éQué es la micropropagacién y donde se ubica dentro de las técnicas de pro-
duccifn de plantas?
¢Qué ventajas y desvantajas presenta la'micropropagacién y qué principios -
b&sicos le dan fundamento? ‘

2) Segunda parte. Pretende exponer de manera secuenclal los pasos, las
instalaciones, los equipos, los materiales y las precauciones que a crite--
rio del autor deben ser observados para alcanzar la meta de producir plan--
tas por esta téenica. ’

3) Tercera parte. Seftala algunas alternativas de empleo de las plantas
obtenidas "in vitro" y Ia incorporacién de éstas a programas de producci6n
masiva y certlfiéaciﬁn También se incluyen algunas sugerencias para la a--
daptacién y sustitucién de equipos y materlales empleados en el proceso de
micropropagacitn.

4) Cuarta parte. Contiene una presentacién resumida de trabajos de in-
vestigaci6n realizados por el autor, Los trabajos se presentan en un orden



'

que permite abordar a la micropropagaci6n partiendo del criterio de divi---
si6n de la planta en "Organos" y/o tejidos, lo cual a su vez pemmite enfren
tar la técnica de lo m&s sencillo, al cultivo "in vitro" de "6rganos” .y te-
Jjidos que requieren de un cierto grado de desarrollo en la destreza manual,
5) Quinta parte, Comprende la bibliograffa, la cual se le ha dividido
en tres partes que son: bibliograffa citada, bibliograffa general y biblio-
grafia especializada, en las cuales se incluyen tanto Libros como arttcblos.
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CAPITULD |

INTRODUCCION

TIPOS DE PROPAGACION EN PLANTAS.

LA PROPAGACION ASEXUAL.

CLASIFICACION DE LOS METOO(?S DE PROPAGACION VEGETATIVA EN PLANTAS,
LA MICROPROPAGACIGN. .

IMPORTANCIA DE LA MICROPROPAGACION.



"1.1. TIPOS DE PROPAGACION EN PLANTAS

En la naturaleza los vegetales presentan dos alternativas para multi--
plicarse. La primera de ellas consiste en la produccibn de gametoé; los cua
les al fusionarse restituyen la condicién diploide del esporofito. Los re--
sultados de esta fusi6n son la formaci6n del embrién y el endospermo, que -
posteriormente se convertird en el cotiled6n o cotiledones en las angiosper
mas.

La segunda alternativa reproductora estd basada en.la propiedad de - -
ciertos tejidos diploides completamente diferenciados, los cuales son con--
servados a 1o largo de toda la vida de la planta con caracteristicas embrio
narias o como reminiscencias epigenéticas, con capacidad de producir proge-
nies asexuales;

Ambos sistemas reproductores han sido aprovechados y optimizados por -
el hombre, con el fin de domesticar y mejorar cultivos tanto industriales,
como alimenticios y decorativos.

En la actualidad se producen plantés aprovechando ambas alternativas -
reproductoras; dande como resultado la divisidn de las técnicas de propaga-
ci6n vegetal en dos grupos a saber:

a) Propagaci6n Sexual basads en la producci6n de semillas como meca--
nismo multiplicador de plantas. :

b) Propagacifn Asexual que aprovecha la capacidad de ciertas célu---
las, tejidos u Grganos del soma de las plantas para regenerar indi
viduos completos.

L. LA PROPAGACION ASEXUAL

La propagacién asexual 6 vegetativa es un sistema de multiplicaci6n de
algunos organismos (entre ellos las plantas superiores); que consiste en la



generacién de nuevos individues a partir de células o tejidos diploides y -
diferenciados.

Esta propiedad estd fundamentada en dos principios bdsicos gque son:
a) Lla totipotencialidad celular,
b} La mitosis.

ta totipotencialidad celular demostrada con el experimento de trans---
plantes de niicleos realizados por (Gurdon, 1968) donde demuestra que la di-
ferenciacibn celular no implica la pérdida de {nformaci6n genética en el nG
cleo de las c€lulas sino que implica la “transcripci6n diferencial™ del ge-
noma; dicho de otra manera, en una célula diferenciada existe toda la infor
maci6n genética del individuo completo, pero en dicha célula sélo se trans-
criben aquellos genes que estén implicados en las funciones correspondien--
tes @ la diferenciaci6n de la célula, mientras que los genes que no partici
pan en dichas funciones permanecen reprimidos.

En este experimento Gurdon tambié&n demuestra como el citoplasma juega
un papel fundamental en la regulacién de la transcripcién del genoma de una
célula diferenciada, ya que es el generador del microambiente que determina
les condiciones de diferenciaci6n celular.

El principio de la Mitosis, que consiste en la preduccién de dos célu-
las idénticas (en contenido de ADN) a partir de una célula preexistente; es
un fenmeno sumamente comln en las plantas y estd presente a lo largo de to
da la vida del individuo dando como resultado el crecimiento primario y se-
- cundario, los cuales son localizados, en puntos o tejidos muy especificos -
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 lesién en la
planta, y se destaca por la formacifn de un "callo" o grupo de c&lulas pa--
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quimatosas y “"desorganizadas® que aparecen como respuesta a la lesibn, - -
(Hartman y Kester, 1975).

La propagacifin vegetativa al estar sustentada por los dos principios -
antes mencionados se torna en un sistema de multiplicaciSn ampliamente uti-
lizado para la produccién de plantas, en las cuales es muy importante con--
servar la identidad genética, evitando la dispersién tfpica de la reproduc~
ci6n sexual y caracterfstica de especies altamente heterocigbticas. ’

Otro caso en el cual la reproduccifin vegetativa'es una herramienta in-
sus;itu!ble. se da en aquellas especies o cultivares que producen semillas
no viables o bien inmaduras anatomicamente.

1.3. CLASIFICACION DE LOS METODOS DE PROPAGACION VEGETATIVA EN PLANTAS

Hasta el momento el hombre ha éprovechado la capacidad de las plantas
de reproducirse asexualmente, estableciendo y perfeccionando diversos méto-
dos de propagaci6n vegetativa de plantas; los cuales se enumeran a continua
cibn.

Propagacién por embriones apomfctices,

propagaci6n por estolones,

propagacién por hijuelos,

propagacién por acodado,

propagacién por separacifn de bulbos,

propagacién por estacas,

propagacibn por injerto y



micropropagacidn, {Hartman y Kester, 1975).

1.4, LA MICROPRGPAGACTON

La micropropagacibn es un método de multiplicacifn asexual de plantas
que se realiza a partir de tefidos o c&lulas vegetales que son inducidos a

crecer y/f
cuitivo a

o muitiplicarse en condiciones totalmente asépticas, en medics de
rtificiales y controlando las condiciones ambientales como luz, -

temperatura, humedad relativa y pH, (Hartman y Kester, 1975).

1.5, IMP

ORTANCIA DE LA MICROPROPAGACION

La importancia de 1a micropropagacidn estd basada en las siguientes -

ventajas:

a}

b}

c}

d}

e}

Permite la obtencifn de plantas de alto registro fitosanitario, ya
que al someter al tejido vegetal a este sistema de cuitivo se eli-
minan totalmente las enfermedades de tipo bacteriano y fungoso y -
en algunas ocasiones las de tipo viral.

Las plantas obtenidas por este sistema son réplicas exactas entre
s{ y fieles copias de la planta progenitora.

£} nGmero de individuos ohbteridos por este métado es muy superior
al obtenido por cualquier otro métedo de propagacidn por unidad de

propdgulo. .

£n algunas ocasiones es posib,le(acortar {os tiempos de produccidn
de plantas. :

Permite terer en espacios relativamente pequefios un gran nGmero de

‘plantas.

f}

Facilita el almacenaje y transporte de plantas reales o potencia--

12



g)

h)

les. Estos dos GItimos aspectos son de suma importancia tanto en -
el establecimiento de bancos de germoplasma, como en la reduccibn
de costos por concepto de manejo, almacenaje y transporte de plan-
tas.

Elimina los problemas ocasionados por las largas cuarentenas a que
son sometidas las plantas en las fronteras cuando se intenta intro
ducirlas de una nacibn a otra. - -

Es un método de propagacibn que hace posible a corto plazo estable
cer la uniformidad genética dentro de una poblacién.

Existen algunas desventajas intrinsecas a la micropropagacién que son:

a)

b)

c)

Requiere de una capacitacién previa a su ejecucién que debe abar--
car tanto aspectos teéricos como précticos.

Requiere un minimo indispensable de instalaciones, equipo, reacti-
vos y materiales cuyo costo de adquisicién es relativamente.eleva-
do.

Como resultado de los dos puntos anteriores, en algunos casos el -
costo de produccibn por planta obtenida directamente de la micro--
propagacién es muy elevado en comparacién con el costo de produc--
ci6n 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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CAPITULO 11

EL LABORATORIO DE MICROPROPAGACION

1I1.1. CARACTERISTICAS DEL LABORATORIO DE MICROPROPAGACION.

11.2. AREAS DE TRABAJO DEL LABORATORIO DE MICROPROPAGACION.

11,3, [INSTALACIONES REQUERIDAS EN CADA UNA DE LAS AREAS DE TRABAJO.



11.1, CARACTERISTICAS DEL LABORATORIO DE MICROPROPAGACION
I1.2. AREAS DE TRABAJO DEL LABORATORIO DE MICROPROPAGACION Y
11.3. INSTALACIONES REQUERIDAS EN CADA UNA DE LAS AREAS DE TRABAJO

Pare llevar a cabo la micropropagacisn son indispensables una serie de
espacios e instalaciones adaptadas para fines muy especificos como:

a) Area para la preparacién de medios de cultivo y lavado de materja-
les. :

b) Cuarto de siembras asépticas.

¢} Cuarto de incubacién o cmara de crecimiento.

d) Area para almacenamiento de materiales y reactivos.

Estas dreas deben .presentar un arreglo y distribucitn dentro del labo-
ratorio de acverdo al flujo continuo de actividades y materiales que la téc
nica de micropropagacién impone.

Las instalaciones regueridas en cada una de estas dreas son:

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

a.f. Instalacién de agua potable.
2.2. Instalacién de drenaje.
a.3. [InstalaciGn de gas.
a.4. Instalacidn de corriente eléctrica monofdsica 117 V.
b} Cuarto de siembra aséptica.
Esta drea debe estar ubicada de tal forma que se encuentre libre tanto

de corrientes de aire como del trénsito de personas para disminuir al méxi-
mo el riesgo de contaminacién.

16



Las instalaciones més usuales dentro de esta &rea son:
b.t. Corriente eléctrica monofdsica 197 ¥.
b.2. Corriente eléctrica trifisica 220 V.
b.3. Instalacién de gas.
c) Cuarto de incubacién o cSmara de crecimjento.
£n esta &rea es importante el controlar las condiciones ambientales €0
mo luz, temperatura y humedad relativa; as! como también debe ser una &rea
solo accesible al personal estrictamente necesario.

Las instalaciones necesarias dentro de esta irea son:

c.!. Instalacién de corriente eléctrica 117 V.
C.2., Sistema de climatizacidn.

d) Area para almacenamiento de materiales y reactivos.

Esta §rea debe estar bien ventilada, fresca y seca; poseer buena ilumj
nacién pera sin que la luz solar incida directamente sobre la estanterfa.

La instalacibn requerida es ests &rea es:

d.t. Instalaciba de corriente el8ctrica 117 V.

17



CAPITULO III

GENERALIDADES DE LA TECNICA DE MICROPROPAGACION

111.1. ENUMERACION DE LOS PASOS EN LA TECNICA DE MICROPROPAGACION.

[11.2. EQUIPO Y MATERIALES REQUERIDOS PARA CADA UNO DE LOS PASOS.



111.1," ENUMERACION DE LOS PASOS EN LA TECNICA DE MICROPROPAGACION

£l proceso de micropropagacién para varios tipos de plantas y explan--
tes, comprende 4 etapas generales a saber:

t.~ Etapa de adaptaci6n aséptica.
2.- Etapa de multiplicacién "in vitro".
3,- Etapa de enrajzamiento "in vitro".
4,- Etapa de adaptacién a suelo.

Para cubrir estas etapas es necesario observar una serie de pasos que
enumerados en secuencia ordenada son:

A.- Selecci6n de las plantas donadoras.

B.- Tratamientos previos a la micropropagacién de las plantas donade-
ras.

C.- Preparacién de los medios de cultivo.

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

E.- Diseccion del tejido.
F.- Siembra del explante.
G.- Desarrollo de los explantes en la cdmara.

K.~ Preparacién de los medios de cultivo para transferencia.



I.- Transferencias "in vitro".

J.- Transferencias a tierra o suelo de las plantas obtenidas "in vi--

tro".

111.2, EQUIPG Y MATERIALES REQUERIDOS PARA CADA UND DE LOS PASQS

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

Pasos A, y B.- Seleccifn de las plantas donadoras y Tratamientos previos a

1a micropropagacién.

1.~ Invernadero, tneles pldsticos o locales donde aislar
plantas.
2,- Equipo para control de temperatura.
3.- Equipo de fumigacibn.
4.- Sistema de riego.
5.- Herramientas manuales para agricultura.
6.- Fungicidas, bactericidas e insecticidas.
Paso C.- Preparacibén y esterilizacién de medios de cultivo.
1.~ Reactivos: Sales inorgdnicas y sales orgdnicas, de las
cuales se da una relacidn completa en la Tabla I.
2.- Balanza Analitica y Granataria.
3.- Potencidmetro.
4,- Destilador,
5.- Parrilla.
Paso D.- Lavado y esterilizado de plantas y/o porciones donadoras.

1.- Agua destilada.
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2.- Agua destilada estéril.

3.~ Hipoclorito de calcio.

4.~ Tween 20.

5.- Alcohol etflico industrial.

6.- Embudos de filtraci6n ripida.

7.- Papel filtro de pora grueso.

8.~ Vasos de precipitados 250 y 500 mi.
9.- Reloj cronfmetro con alarma.

10.~ Gasa estéril.

t1.- Papel secante estéril.

12.- Cajas petri o vasos de precipitados.
13,- Campana de flujo laminar o &rea estéril.

Paso E.- Diseccibn del tejido.

{.- Campana de flujo laminar o &rea de trabajo bajo condi-
ciones estériles.

2.- Pinzas para diseccifn.

3.- Agujas de diseccibn.

4_~ Bisturies y agujas de diseccifn.

5.- 2 Mecheros de gas.

6.~ 2 Mecheros de alcohol,

7.- Gasa y algodén.

8.- Alcohol etflico industrial.

9.- Cubrebocas y gorros quirlrgicos.

10.- Microscopio estereoscépico.

11.- Cajas petri estériles,

Paso F.« Siembra del explante.

t.- Campana de flujo laminar o drea estéril.
2.- Pinzas de diseccifn.
3.- Agujas de diseccifn.
4,- Frascos con medio de cultivo (estériles).
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5.- Gorros y cubrebocas quirrgicos.
6.- Mecheros de gas o alcohol.
7.- Materiales bioldgicos esterilizados.

Paso G.« Colocaci6n de los frascos con el infculo en la cdmara de
crecimi ento.

1.- Estanterfa metdlica, madera o cristal,

2.- L&mparas de luz blanca fria de 40 watts (Slim Line o =
Gro Lux).

3.- Bastidores o bases para la colocacién de las l3mparas.

4,- Reloj de perfodos.

5.- Balastras y arrancadores para las l&mparas.

6.~ Termbmetro de miximas y minimas.

7.- Higrémetro.

8.- Sistema de climatizacién.

Paso H.- Preparacién de medios de cultivo para transferencia "in vi-
' tro".

Para realizar este paso se requieren los elementos enlista-
dos en el paso "G".

Paso 1.- Transferencias "in vitro“.

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

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

Para este paso se requiere de una serie de elementos que ga
ticen la més alta cantidad de prendimiento de las plantas -
producidas "in vitro" a condiciones de suelo.

Los elementos requeridos son:



1.-
2,-

3.-
4.-

5.-
6.-
7.-
8.-
g.-

Invernadero.

Bolsa de plistico negro agricola calibre 600-800 (va_--
rios tamafos).

Bolsas de pldstico transparente (varios tamafios).
Agrolita, vermiculita grado horticola, arena de tezom-
tle y de vfo, tierra org&nica, estifrcol procesado de
vaca o borrego.

Generador de vapor.

Tina o bancal con tuberia conductora de vapor.

Lona.

Fertilizantes.

Nebulizador,

10,~ Sistema de riego.
1.« Plaguicidas.
12.- Herramientas agrlcolas manuales.

El equipo y materiales enumerados hasta este momento comprende los e—-
lementes 166neo0s qua deben integrzr un labsratorio e invernadero dedicado e
la producci6n de plantas micropropagadas, pero debido 2 gue el costo de ad-
quisicién de varios de estos elementos resulta muy elevado, en un capftulo
posterior se sugerirén algunas sustituciones que ¢on un poco de préctica -
pueden dar tan buen resultado como los equipos de patente.
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CAPITULD IV

EL MEDIO DE CULTIVO

IV.1. CLASIFICACION PRACTICA DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.
I¥,2. COMPONEWTES DE LOS MEDIOS DE CULTIVO,

IV.3. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.



IV.1. CLASIFICACION PRACTICA DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

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

Un aspecto importante de la nutrici6n en condiciones de cultivo "in vi
tro" es que en la mayor parte del proceso y mientras que no se genere un -
sistema "radicular® funcional, los tejidos se van & nutrir por difusibn, lo
cual establece dos caracteristicas de suma importancia que deben poseer los
nutrimentos:

1) Estar disponibles en forma altamente solubles, lo mis puros quimi-
camente y en las cantidades adecuadas.

2) Las formas i6nicas que se establezcan en el medio dilufdo sean de
facil asimilacidn y traslocacién dentro de los tejidos.

Los tejidos vegetales -al menos en su fase de adaptacién al cultivo =
"in vitro®, y dependiendo de su tamafio y grade de diferenciacién- van a com
portarse de manera heterStrofa; raz6n por la cual es necesario tomar en - -
cuenta en la planeacifn y elaboracibn de los medios la participacin de sus
tancias inorgdnicas, vitaminas, azlcares, aminodcidos, substancias regulado
ras del crecimiento vegetal y en algunos casos extractos de frutas y levadu
ras.

Los medios de cultivo para micropropagacién pueden ser clasificados de
acuerdo a 1os siguientes criterfos pricticos: )

1)} Composici6n quimica.
2)v Consistencia o matriz de difusion.

3) Patrén morfogénico.



4) Finalidad.

1) - Clasificacién de medjos de cultivo de acuerdo a su composicién qufmica.

Dependiendo principalmente del tipo de shles y las cantidades en que -
se encuentren constituyendo el medio de cultivo existen los medios bisicos
y los medios ricos en sales.

Los medfos bdsicos son menos concentrados y/o con menor tipo de sales
que los medios ricos.

2) Clasificacién de fos medios de cultivo por su consistencia o matriz de
difusién,

SegGn esta clasificacién los medios pueden ser fquidos o s&lidos.

Los medios lfquidos se presentan como soluciones acuosas; por lo regu-
lar necesitan permanecer en constante agiiacién para que el explante reciba
una buena aireaci6n. Este tipo de medio es empleado tanto en fases de adap-
tacién como en fases de multiplicacién por ruta embriogénica, (Davis y Ba--
ker, 1977). '

Los medios lfquidos han sido amp}iamente utilizados para ia produccién
de c&lulas en suspensidn y para la obtenci6n de metabolitos secundarios.

. Los medios s6lfdos varfan en su grado de dureza dependiendo de la con-
centracién a la que se agreque el agar. El rango de empleo de este constity
yente varfa del 0.6% al 1.0% peso/volumen,

Los medios sdiidos son empleados en casos en los que 1a induccién a la
organogénesis y/o La orientacifn o polaridad del explante es primordial pa-

ra obtener una determinada respuesta biolégica.

El medio s6lido es quizds el m8s ampliamente utili{zado debido a su fa-
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cilidad de manejo y a que no requiere de equipo adicional -como agitac~----
res-, también permite detectar contaminaciones fungosas o bacterianas répi-
damente,

3) Clasificacién segln el patrén morfogénico.

Esta clasificacifn esta basada princlpamente en las rutas de produc--
cibn celular o tisular que son la ruta embriogénica y la ruta organogénica.

La ruta embriogénica es aquella en la cual se induce al explante a la
produccién de una masa celular conocida como “callo", en la cual no exjste
una organizacidn estructural del tejido. Este callo es posteriormente lleva
do a condiciones de cultivo que permitan 1a formacidn de estructuras proem-
brionarias y embrionarias que a su vez dardn origen a plintulas de origen -
somdtico. De 2qui que los medios empleados con estos fines pueden ser clasi
ficados como medios para embriogénesis o desdiferenciacién.

En la ruta organogénica el explante es inducido a producir estructuras
perfectamente organizadas como brotes y raices o bien pléntuias completas -
sin pasar por estadfos desdiferenciados, de aquf que los medios empleados -
en este proceso puedan ser clasificados como medios para organogénesis o di
ferenciacion.

4) Clasificacién de los medios segln su finalidad.

Segln la finalidad para la que es destinado un medic de cultivo, se -
puede establecer la siguiente clasificaci6n:

Medio de adaptacifn, medio de multiplicacién, medio de enraizamiento y
medio de conservacién.

Los medios de adaptacibm estdn destinados a cubrir las necesidades del

tejido o explante en el momento en que es transferido de su contexto planta
a las condiciones "in vitro®. Son medios en los que las sales est&n 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 perfodos rela
- tivamente cortos (2-6 semanas). Como su nombre lo indica sirven para permi-
" -tir-al tejido adaptarse a las condiciones de cultivo "in vitre" y a reponer
se del choque que le ocasionan los procesos de lavado, desinfectado y disec
cion.

Los medios de mulitiplicacibn se caracterizan por ser ricos en saies y
por estar presentes sustancias reguladoras del crecimiento vegetal que pro-
mueven la divisi6n celular como citocininas y auxinas combinadas. Este tipo
de medios pueden ser tanto 1iquidos como s6lidos y pueden estar basados tan
1o en una ruta embriogénica como organogénica, pero su caracterf{stica funda
mental estriba en su capacidad de multiplicacién de biomasa.

Los medios de enraizamiento tienen como objetivo la generacibn de rai-
ces en las plantulas obtenidas "in vitro". En este tipo de medios la concen
tracidn de sacarosa por 1o regular es mds baja que en los medios de muiti--
plicacién y en frecuentes ocasiones se encuentra la adicién del &cido indol
butfrico. Algunas veces también se reporta el empleo de altas intensidades
de iuz (10,000 lux) que en combinacién con bajas concentraciones de sales -
inducen la proliferaci6n de raices, (Hyneiman, Hasegawa y Bressan, 1982), -

Los medios de conservaci6n est&n destinados a detener dentro de le po-
sible, el desarrollo de los tejidos o de las pl&ntulas, pero sin menoscabo
de sus cualidades fisiol6gicas. En este tipo de medios las pléntulas pueden
permanecer “suspendidas" por perfodos de varias semanas.

1v.2. COMPONENTES DE LOS MEDIOS .DE CULTIVO

) Un medio de cultivo empleado en micropropagacién contiene los siguien-
tes tipos de componentes:

Compuestos inorg8nicos, compuestos orgdnicos, complejos orgdnicos, ma-
triz del medio y otros factores.



Compuestos Inorgdnicos,

‘ Este grupo de nutrimentos estd constituido por los macronutrimentos y
los micronutrimentos.

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

El nitr6geno es proporcionado en forma de NH‘NOJ. KN03 o en forma de -
Ca(no3)2 .

El potasio es proporcionado por el KCI, el I<I'403 yel KH?_PO‘ .

El fésforo es proporcionado por el KHZPO4 o el NaHZF’O4 .

El azufre es suministrado en forma del radical sulfato en los siguien-
tes compuestos: Mgso4, que también satisface la demanda de magnesio, el -
Mn504, CuSO4. Zn504 y Fe504 los cuales cubren también las necesidades de mj
croelementos, El Ca(:l2 yel Ca(N(J3)a proporcionan calcio, (Murashigue y -
Skoog, 1962).

Los micronutrimentos son aquellos elementos que las plantas superiores
requieren en pequeitas cantidades para su nutricién, y entre éstos se encuen
tran el Fe, Mn, Zn, Bo, Cu, Co, Mo y Ci.

El fierro lo proporciona el FeSO,, el manganeso el MnSO,‘. el cinc el -
Zn504, el cobalto el COClz, el molibdeno el Nal‘loo4 y el boro el H3803, {Mu-
rashigue y Skoog, 1962).

Compuestos Orgdnicos.

En este-grupo estdn comprendidos aquellos compuestos de origen orgdni-
co indispensables para la nutricifn vegetal. Entre estos se encuentran:

1.- Az(cares o fuentes de carbono.
2.- Vitaminas.
3.~ Amino&cidos.



4.- Substancias reguladoras del crecimiento vegetal.

t.- Azficares o Fuentes de Carbono.

Entre los azficares més comunmente empleados en micropropagacién se en-
tuentra 12 sacarosa, la cual es adicionada en un rango que oscila entre 20
y 30 grs. por cada litro de medic. Otra azGcar empleada, qunque con menor -
frecuencia que .la anterior, es la glucosa la cual es afadida en una concen-
tracidn que oscila entre los 20 y 40 grs. por cada Iitro de medio. El myo--
inositol es agregado a los medios de cultive como factor de crecimiento g -
una concentracifn 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 vitaminas mds ampliamente utilizadas en micrapropagacidn compren--
den a las hidrosclubles del complejo B cuya funcidn general es la de servir
como coenzimas de procesos cataliticos, {Lehninger, 1970). Estos compuestos
son adicionados al medio en concentraciones muy pequedtas que oscilan en el
rango de 0.1 mg/lt a 0.4 mg/lt.

Las vitaminas mds comunmente utilizadas son: tiamine (B,), dcido nico-
tinico {niacina) y piridoxina (56). (Murashigue y Skoog, 1962). En aigunos
reportes se menciona el empleo del &cido para aminobenzoica, del &cido as--
cérbico el cual es agregado también por su capacidad antioxidante, ast como
ja biotina o vitamina H, el clorhidrato de colina, el 8cido f8lico, el pan-
totenato de calcio, la rivoflavina y la cianocobalamina, (Skirvin y Chy, -
1979).

3.- Aminodcidos.
En la mayorfa de los reportes se menciona a la Glicina como el Gnico ~
aminodcido empleado, aunque existen algunos otros trabajos en los cuales se-

indica el empleo de varios aminodcidos, como es el caso del medio Norstog -
para embriones dg cebada cultivados “in vitro“,
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En otros casos cuando es necesaria una fuente suplementaria de Nitrége
no se recomienda el empleo de hidrolisado de casefna, el cull estd constity
ido por un total de 18 aminodcidos. Otros amino&cidos que han demostrado te
ner un efecto positivo en el desarrollo de los tejidos cultivados "in vi---
tro" son el §cido L-aspirtico, 1a L-aspargina, el &cido L-glutémico, la L-
glutamina y la L-arginina, {Dodds y Roberts, 1985). La L-metionina tiene un
efecto favorable en el desarrollo de los tejidos cultivados "in vitro" indu
clendo 1a sintesis de etileno, el cual propicia la maduracibn de los 6rga--
nos vegetales, (Dodds y Roberts, 1985).

4,- Substancias reguladoras del crecimiento vegetal.

En este grupo de compuestos se tiene 1a siguiente clasificacién:

Substancias promotoras y Substancias inhibidoras del crecimiento vege-
tal.

Substancias promotoras del crecimiento vegetal.

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

L.a mayorfa de los cultivos "in vitro" tienen un requerimiento primor--
dial de las auxinas y citocininas. Las giberelinas son empleadas solo en ca
505 muy especificos,

Auxipas.- Son substancias reguladoras dei crecimiento vegetal relacio
nadas con la estructura indol del &cido ‘indolacético y cuye efecto biolégi-
co estd directamente implicado en la sintesis de enzimas hidroliticas de pa
red celular. Estas substancias participan en el proceso de elongacién celu-
lar en el brote y la vacuolizaci6n en general, (Devlin, 1976).

Las substancias con efecto auxinico mds comunmente usadas en micropro-
pagacién son el &cido indolacético, el Scido naftalenacético, el &cido in--
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dolbutirico y el &cido 2,4-dicloro fenoxiacético. Esta Gitima es una auxina
que al 'ser aplicada en una concentraci6n de 0.2 - 2.0 mg/l es muy efectiva
para la induccibn a la proliferacién de "callo”. El Scido indolbutfrico es-
t8 reportado como una auxina con una fuerte induccibn a la formacidn de rai
ces. El Scido naftalenacético es adicionado en concentraciones que van de -
0.1 a 2,0 mg/1 y es una auxina sintética que no estd sujeta a oxidacién en-
zimdtica como su andlogo el &cido indol 3-acético, siendo ampliamente utili
2ada en micropropagacién,

Citocininas.- Este grupo de substancias est8 relacionado estructural-
mente con las purinas. El efecto de las citocininas es el de promover ia di
visién celular, (Devlin, 1976).

Dentro de las citocininas las mds usuales son la cinetina, la bencil -
adenina, 1a zeatina y la isopentenil adenina.

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

Giberelinas.- Las giberelinas comprenden un grupo aproximado de 50 -
substancias que estdn relacionadas con la estructura de gibano. £l efecto -
en que estdn implicados estos promotores es en la diferenciacién celular y
el crecimiento secundario, (Devlin, 1976). :

En cultivo de tejidos vegetales no es frecuente encontrar reportada la
~utilizacién de las giberelinas aunque cuando se mencionan solo se emplean -
el AGs. AG‘ yel AG7 . El A63 ha sido empleado en el cultivo de meristemos
(Morel y Muller, 1364) y en la diferenciaci6n de pléntulas obtenidas de bro

tes en el cultivo "in vitro" de fresa, (Adams, 1972).

Substancias inhibidoras del desarrollo vegetal.
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Este tipo de substancias es raramente aplicada a los medios de cultivo
destinados a micropropagacién ya que su efecto es inhibidor del desarrollo.
Dentro de las substancias inhibidoras se encuentra el etileno y el &cido -
abscisico.

El etileno esté intimamente relacionado con el catabolismo de L-metio-
nina y estd impticado en procesos de maduracién.

£l &cido abscIsico estd intimamente relacfonado con la ruta de sinte--
sis del &cido giberélico; probablemente la ramificacifn que desvia la sin--
tesis hacia uno u otro lado este regulada por medio del fitocromo, E! &cido
abscisico estd implicado en procesos de senectud y cafda de 6rganos. La ac-
tividad abscfsica se ve suspendida por la aplicacidn de citocininas. En cul
tivo de tejidos vegetales ha sido aplicado este &cido con fines de investi-
gaci6n para dilucidar su mecanismo de acci6én, (Devlin, 1976).

Matriz del Medio.

Como ya se indic6 con anterioridad los medios pueden ser 1fquidos o s
lidos.

En los medios liquidos el tejido puede mantenerse flotando en el medjo
o bien el canal de difusién puede establecerse a través de un puente de pa-
pel filtro scbre el cual se hace descansar el explante.

En los medios s6lidos o semis6lidos la matriz de difusiém la constitu-
ye el agar-agar, el cual puede estar a una concentracién de 0.6 - 1.0 % pe-
so/vol. Los agares comerciales contienen una serie de impurezas orgdnicas e
inorgdnicas que no son especificadas en la etiqueta; razon por la cual se -
recomjienda emplear agares especiales para cultivo de tejidos.

Existen algunos reportes que informan de la sustitucidn del agar por -
un copolImero de almidén, (Cook, 1977).



Complejos Orgénicos.

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

Entre los complejos mis ampliamente utilizados se tienen: el jugo de -
jitomate, el puré de plétano, el agua de coco, el extracto de levadura, el
hidrolizado de caseina, el jugo de naranja y el de pifia. De la Iista ante--
rior es el agua de coco uno de los complejos orgdnicos mds empleado ya que
una vez esterilizada en autoclave presenta una gran actividad citocininica
debido a 12 liberacién de difenil urea, (Jacobs, 1979). La concentracifn a
la que se emplea este suplemento es de 10 a 15 % volumen/volumen.

El hidrolizado de caseina es otro suplemento reportado en la COMpoSiee
ci6n de medios de cultivo. Este compuesto aporta 18 aminodcidos en el medio
y se ha comprobado su efectividad al promover el desarrollo, (Kleiny - -
Klein, 1970).

Para el cultivo de protocornos de orquidea se emplea el puré de pléta-
no verde a una concentracién de 150 grs/1 de medio, logrindose una alta pro
liferacién de estas estructuras.

Otros Factores que Constituyen a los Medios de Cultivo.

Otros factores que intervienen en la composici6n de los medios de cul-
tivo son:

El factor osmbtico.
El agua.

Carbbn activado.
Antioxidantes.

El factor osmitico y el agua.




La capactdad de las células vegetales de disponer del agua del medic
la determina la diferencia en }a concentracién de sales en la solucién in--
terna de 1a célula y 1a concentracion de las sales en el medio. Esta dife--
rencia determinar§ un gradiente de difusién de agua que serd directamente -
proporcional al grado de diferencia de concentracién y tendrd un sentido de
flujo de menor concentracidn a mayor concentracidn de sales.

Los componentes del medio que afectan Ja presitn osmStica son el ager
y/o los azacares y algunos compuestos no metabSlicos adicionados como regu-
ladores de 1a presién osmStica como el manitol y el sorbitol. Un factor de-
terminante en la disponibilidad de agua es }a concentracidn del agar ya que
una de las caracter§sticas del estado coloidal es la imbibicién del agua -
dentro de las micelas del get.

El agua empleada en la elaboracibén de un medio de cultivo deberd ser -
bidestilada y desionizada.

El carbdn activade y los antioxidantes.

Otro elemento que con cierta frecuencia es adicionado al medio de cul-
tivo es e} carbdn activado, el cual sirve como una trampa para recoger subs.
tancias contaminantes soltadas por los tejidos del medio. Un efecto adicio-
nal del carbén es el oscurecimiento del medio, lo cual es prabable que estj
mule el enraizamiento.

Debido 2 las lesiones ocasionadas en los explantes a la hora de reali-
zar su diseccibn se generan reacciones de oxidaci6n desencadenadas por perg.
xidasas y deshidrogenasas motivo por el cual se hace necesario con cierta -
frecuencia afadir substancias que eviten este fenbmeno. Entre estas substan
cias se encuentra el &cido citrico el cual es adicfonado a una concentrae-s=
cidn de 1 a 10 mg/1, {Hurtado y Merina, 1987).

IV.3. PREPARACION DE LOS MEQIOS DE CULTIVO



La preparacion de los medfos de cultivo comprende los siguientes pa---

sos:
1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)

Pesado de reactivos,
Preparacion de soluciones Stock.
Prep;raclbn del medio de cultivo
Calibracisn del pH.
Agregacifn del agar.

{

Envasado.

Esterilizado de los frascos con medio de cultivo.

1) Pesado de reactivos.

Para la realizaci6n del pesado de reactivos se recomienda observar las
siguientes precauciones:

a)

b)

c)

d)

Emplear balanzas perfectamente calibradas y niveladas, con el me--
nor rango de error posible y con el grado de sensibilidad adecuado
al peso por determinar.

Emplear sales con el grado de hidratacién adecuado.

Verificar que las sales nc hayan sufrido alteracién alguna debida
a malas condiciones de almacenaje.

Una vez realizada la determinacisn de pesos se debe |impiar, ce---
rrar, guardar y proteger el equipo de medicidn para evitar al méxi
mo su deterioro. :



Para el pesado de reactivos se requiere el sigujente equipo y materja-

les:

Toe
2.-
3.-
4.-
5.~
6.
7.-
8.-

Sales inorgdnicas.
Compuestos orgé&nicos.
Balanza analftica.

Balanza granataria.
Espdtula grande y pequefa.
Papel atuminio.

Brocha de pelo suave,
Franela limpia.

2) Preparacidn de soluciones Stock,

Una solucibn Stock es aquella en la que se encuenira concentrada una
substancia varias veces y que puede ser utilizada gradualmente tomando las
alfcuotas correspondientes.

Las

3)
b)
c)
9

e)

precauciones que deben observarse en este paso son:

Hacer los célculos adecuados que permitan tener la cantidad necesa
ria de reactivo por volGmen de solucibn.

En caso de que una solucién contenga mds de un reactivo, disolver
perfectamente un reactivo antes de agregar el siguiente.

Preparar cantidades de soluciones Stock calculando que serdn consy
midas en un lapso no mayor a 30 dfas después de su elaboracidn.

Almacenar las soluciones Stock en condiciones de refrigeracitn y -
en frascos color dmbar.

Hacer revisiones periddicas de las soluciones Stock, con el fin de
descartar aquellas en las que se detecte la aparicifn de hongos o
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bacterias.

f) Si se van a disolver dos o mis substancias, poner aquéllas que no
reaccionan entre sf para evitar que se formen compuestos insolu---
bles.

) Para la preparacifn de soluciones Stock se requieren los siguientes ma
teriales:

1.« Sales inorgdnicas y compuestos orgdnicos.
2.- 11 frascos de 250 ml color &mbar con tapdn.
3.- Agua bidestilada y desfonizada.

4.- Refrigerador,

5.- Probetas de 250 ml,

6.- Pipetas volumétricas o graduadas de t ml.

A continuacién se d& una lista de los reactivos empleados en el medio
de Murashigue y Skoog, debido a que este es uno de los medios de cultivo -
mas completo y con mucha frecuencia utilizade como punto de partida para u-
na gran mayorfa de especies vegetales sometidas a micropropagacién.

Desarrollo: De la tabla t pesar de cada uno de los reactivos enlista-
dos en ella la cantidad correspondiente a la columna correspondiente a - -
"Reactivo conpentrado en mg".

Una vez pesadas las sales diluirlas en agua bidestilada y desionizada
en los volGmenes indicados en el procedimiento de preparaci6n de soluciones
concentradas.



Tabla 1, Medio Murashigue y Skoog rico en sales,

Reactivo mg/1 Factor de Reactivo
multiplicacién concentrado
en mg.
(NM.)N()3 1650. 000 5 8250.0
I(NO3 1900,000 5 9500.0
CaCl, 24,0 440,000 10 4400.,0.
HgSO"7H20 370,000 10 3700.0
KH2P04 170.000 10 1700.0
FeSOa'7H20 27.800 10 278.0
Na EDTA 33.600 10 336.0
MnSO 4 ’4H20 22.300 10 223.0
Zn504‘7H20 8.600 10 86.0
H3803 6.200 10 62.0
K1 0.830 20 16.6
NazM004'2H20 0.250 100 25,0
Cu504'5H20 0.025 1000 25,0
CoCl2'6H20 0.025 1000 25.0
Myoc-inositol 100,000 10 1000.0
Acido NicotInico 0.500 20 10.0
Piridoxina H.cl 0.500 20 10.0
Tiamina H.cl 0.100 100 10.0
6licina 2.000 10 20.0
Kinetina 10.000 - 10.0
ANA 10.-000 - 10.0
AIA 10.000 - 10.0
2,4-0 10,000 - 10.0




Procedimiento para la preparacifn de soluciones concentradas.
Solucidn “A".

Pesar 8250 mg de (NH‘)NOJ y 9500 mg de xno3. Diluir ambos en 250 ml de
agua bidestilada desionlzada.

Solucibn “B",

Pesar 4400 mqg de CaClz'ZHZO y diluirlos en 100 ml de agus bidestilada
desionizada.

Soluci6n “C*.

Pasar 25 mg de CoClZ'SHZO y diluirlos en 100 ml de agua bidestilada -
desionizada. Tomar 2 ml de esta solucibn y agregarlos a los 98 ml de agua -
bidestilada desionizada donde se diluyen 16.6 mg de KI para completar 100
ml de solucifn concentrada "C".

Sclucién "D".

Para la preparacién de 1a solucién "D" pesar 25 mg de Nazhoo4 y diluip
fos en 10 ml de agua bidestilada desionizada, de estos 10 ml de solucién to
mar 1 ml y agregarlo a los 99 ml de agua donde se diluyen 1700 mg de I(HZPO‘
y 62 mg de H3303 para completar 100 ml de solucidn "D" concentrada.

Solucién “E",

Pesar 25 mg de Cuso"mao y diluirlos en 100 ml de agua bidestilada -
desionizada, de esta solucién tomar ! ml y agregarlio a los 99 ml de agua -
bidestilada y desionizada donde se diluyen 3700 mg de ugso"m.‘,o. 223 mg de
nnso‘ y 86 mg de ZnSO"mzo para completar 100 ml de solucibn concentrada ~
“E".



Soluci6n "F",

Diluir 278 mg de FeSOd'7N20 en 50 m} de agua bidestilada y desioniza--
da. Poner a entibiar 1a solucién.

Diluir 336 mg de Nay EDTA en 50 m] de agua bidestilada y desionizada.
Poner a entibiar 1a soluci6n.

vertir una solucién scbre la otra y agitar hasta obtener una solucibn
color amarillo-anaranjado.

soluciones concentradas de compuestos orgénicos,

Solucién 1.

Pesar 1000 mg de mio-inositol y diluirlos en 100 ml de agua bidestila-
da desionfzada.

Solucién I1.

Pesar 20 mg de Scido Nicotinico y diluirlos en 100 ml de agua bidesti-
lada desionizada. ’

Solucién I1I.

Pesar 20 mg de Clorhidrato de Piridoxina y diluirlos en 100 ml de agua
bidestilada y desionizada.

Solucion IV,

Pesar 10 mg de Clorhidrato de Tiamina y diluirlos en 100 ml de agua bi
destilada y desionizada.

Solucién V.

Pesar 20 mg de Glicina y dllui}-los en 100 ml de agua bidestilada desio
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nizada.

Soluciones concentradas de substancias reguladoras del crecimiento ve-
getal.

Para 12 preparacifn de soluciones concentradas de substancias regulado
ras del crecimiento vegetal es recomendable pesar 10 mg de 1a substancia y
diluirlos en 10 ml de agua bidestiladay desionizada para facilitar su dilu-
ci6n sucesiva 1/10 y obtener concentraciones de t mg, 0.1 mg, 0.01 mg, etc,
del regulador.

para diluir el dcido indolacético, el &cido naftalenacético, el &cido
indolbutirico y el &cido 2,4-Dicloro fenoxiacético se debe emplear alcohol
etflico al 50% .

Para diluir la 6-Bencil adenina y la cinetina se debe emplear una solu
cién al 0.1 N de KOH, la cual serd afiadida poco a poco hasta lograr la diso
lucién de la citocinina en cuestifn y aforando @ 10 ml con agua bidestilada
desionizada.

a2



3) Preparacién de los medios de cultivo.

Para la preparacién de los medios de cultivo se requieren los siguien-
tes materjales y equipo: '

2.~
3.
4.-
288
6.~
7.-
8.-
9.-

Soluciones concentradas A, B, C, D, E, F, I, II, III, IV, vy -
S.R.C.V, '

Sacarosa.

Agar-agar.

Solucién KOK y HC1 (0.1 N).

Soluciones Buffer pH 4,0 y pH 7.0.

Pipetas de 10, 5y 1 ml.

Vasos de precipitados de 1 a 3 1..

Potenc idmetro.

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.

El primer paso para la preparacién de medios es tomar de las solucig--
nes concentradas los siguientes voiGmenes por cada litro de medio a prepa--

rar:
Sol. A - 50 ml
Scl. B - 10 ml
Sol. € - sml
Sol. D - 10 m]
Sol. € - 10 ml
Sol. F - 10 m1
Sol. I - 10 ml
Sol. II - 5nl

Sol.

m - 5nl



Sol. IV - 1ml
Sol. v - om vy

Solucién concentrada de 5.R.C.¥..- VolOmenes proporcionales a'.la con--
centraci6n a probar o utilizar, partiendo de 1a soluci6n concentrada 10.mg/
10 ml.

4) Calibracién del pH
5) Agregacion del agar

6) Envasado

7) Esterilizado de los frascos con medio de cultivo.

A continuaci6én del paso 3)

- En una probeta de 1000 ml agregar 250 m} de agua bidestilada desio-
nizada e ir afiadiendo los vollmenes indicados de cada una de las so
luciones concentradas.

- Una vez que se han aiadido las soluciones concentradas afiadir afa--
dir la sacarosa y disolver por medio de agitacién; en este punto a-
aforar aproximadamente a 980 ml.

- Afadir las S.R.C.V.

~ Aforar a 1000 ml.

- Ajustar'el pH a 5.6 agregando KOH o HC1 (0.1 N) respectivamente.

- Vertir el litro de medio en un vaso de precipitados.

- Calentar el litro de medio y agregar el agar-agar lentamente, al -

“n



mismo tiempo que se agita la solucidn.

Disolver el agar hasta que la solucifn quede color &mbar transparen
te.

Poner de 25 a 30 ml 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
al I(g/cm2 de presibn durante 15 minutos.

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

Precauciones:

a)

b)

c)

No dejar hervir y subirse el medic de cultivo en el momento de di-
solver el agar-agar el cual deberd quedar perfectamente disuelto.

Sellar bien los frascos con el papel aluminio, sin dejar arrugas -
en el borde de la boca del frasco para evitar una posterior conta-

minaci6n.

No esterilizar los medios por mis de 15 minutos a 120 °C para evi-
tar que se caramelicen la sacarosa y el agar.
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OBTENCION DE CADA UNG OE 105 DIVERS0S TEJIDOS.



V.1, CRITERIOS DE SELECCION DE LAS PLANTAS DONADORAS

'Para seleccionar las plantas donadoras de axplantes se deben tener pre
sentes los siguientes criterios: "

1.- Las piantas deben ser portadoras de las caracteristicas tipo.

2.- Debe existir referencia de su capacidad de regeneracién o prolife
racién,

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

4.- Las plantas deben presentar resistencia o tolerancia a las princi
pales plagas o enfermedades,

5.=- Las plantas deberdn haber recibido las précticas 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 préctica resulta diffcil poder controlar todos los criterios an-
tes mencionados; pero es muy importante, al menos, controlar los 4 prime--«
ros, ya que de esto dependerd en gran medida el propagar a los individuos a
decuados.

V.2, TRATAMIENTOS DE LAS PLANTAS DONADORAS PREVIOS A LA MICROPROPAGACION
En varias ocasiones es necesario tener bajo tratamiento y/o observae--
cidn a las plantas de las cuales se van a tomar los explantes debido a las

condiciones fitosanitarias o a 1a deficiencia en técnicas de cultive 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 produccibn de brotes o ramas "in situ" con el objeto
de disponer de un nGmero mayor de explantes para micropropagar, o bien el -
tratamiento puede estar encaminado a elevar el porcentaje de seguridad en -
1a certificacién de las condiciones sanitarias y de libertad de enfermeda--
des en las plantas obtenidas “in vitro“.

Los tratamientos de las plantas donadoras previos a 1a micropropaga---
pueden ser agrupados en tratamfentes ffsicos y tratamientos quimicos.

Dentro de los tratamientos quimicos se tienen:

Aplicacién de plaguicidas, fungicidas y/o bactericidas.

Aplicacién de antibi6ticos.

Aplicacibn.de fertilizantes y reguladores del crecimeinto vegetal.
Dentro de los tratamiento fisicos estdn:

La Termoterapia,

El Fototratamiento:.

Las Podas.

Aplicacibn de plaguicidas, fungicidas y bactericidas.

Este tratamiento debe llevarse a cabc 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 €1 caso de fungicidas y bactericidas existen los denominados de con
tacto y los sistémicos: estos Gltimos son capaces de eliminar & los microop
ganismos alojados en los sistemas de conduccidn y en diversos tejidos inter
nos de la planta.



Es recomendable aplicar este tipo de tratamientos tomando las siguien-
tes precauciones:

2) Llevar a cabo las aplicaciones necesarias que garanticen la supre-
sién del agente patbgeno. -

b} Darle tiempo a la planta para que pueda eliminar el quimico y no
introducir variables no controladas a la hora de estar micropropa=~

gando.

c) Observar las {ndicaciones en cuanto a dosificacién, métodos de a--
plicacidn y controles que el fabricante especifique,

Aplicacitn de antibibticos.

En este tipo de tratamientos es necesario observar las precauciones se
naladas en la apiicaci6n de fungicidas y plaguicidas. Es necesario hacer in
capié en defar recuperar a la planta el tiempo suficiente para eliminar el
antthistico y/o cualquier efecto residual gue derive de su aplicacién.

Aplicacién de fertilizantes y/o sustancias reguladoras del crecimiento
vegetal,

Cuando las plantas donadoras de explantes no han recibido las técnicas
culturales adecuadas pueden presentar s{ntomas de carencia nutricional, lo
que hace imperativo el someterlas a un tratamiento de fertilizacién y vigo-
rizacifn.

El programa de fertilizacibn debe ser elaboradc de acuerdo al tipo de
plantas que se estd empleando, a la edad de 1a plant2 y a la disponibilidad
de fertillzantes,

€n ajgunos casos es necesario aplicar ademds de los fertilizantes S.R.
C.V. para induclr a las yemas a brotar antes de tiempo o compensar conteni-
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dos hormonales internos deficientes debido a la falta horas frfo.
Tratamientos fisicos.

En afgunas ocasjones es posible aplicar estimulos f{sicos como luz y
calor para obtener una respuesta determinada que favorezca el comportamien-
to de los tejidos "in vitro".

Termote rap fas.

Este tipo de tratamiento se aplica a plantas en las cuales se tiene
sospecha o existe la evidencia de cuadros virosos y consiste en someterlas
a una temperatura de 40-42°% durante varios dfas (7-14 dfas) para reducir -
la tasa de multiplicaci6n de los virus y darle tiempo al meristemo 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 germinacidn y principalmente se basa en mantener -
creciendo a estas plantas en condiciones de obscuridad para que los cloro--
plastos no se diferencien y de esta manera poder inducir a los tejidos a la
produccién de callo una vez que son cultivados “in vitro".

Podas.

La poda puede ser considerada como un tratamiento previo a la micropro
pagacién cuando es efectuada con el fin de inducir a las yemas axiliares a

brotar para poder disponer de un nfmero mayor de yemas o meristemos para -
ser micropropagados.

¥.3. TIPOS DE EXPLANTES QUE PUEDEN SER MICROPROPAGADOS

En teorfa cualquier tejido vegetal que esté constitufdo por células -
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que contengan protoplastos puede ser micropropagado. En la préctica es més
facil trabajar con tejidos cuyo grado de diferenciaci6n se semeje al del te
jido parenquimitico, es decir tejidos en los que 1as células presenten las
siguientes caracterfsticas:

Una relacibn nGcleo/citoplasma grande,

paredes primarias delgadas ni lignificadas y

poco grado de vacuolacién.

A 1a fecha se han utilizado explantes de toda 1a planta y en todos los
estados de desarrollo, 1o que ha permitide 1a siguiente clasificacién:

Cultivo "in vitro" de yemas.
Cultivo "in vitro" de meristemos.
éultivo "in vitro” de pecfolos.
Cultivo "in vitro" de hoja.
_Cultivo "in vitro" de tallo.
Cuitivo "in vitro" de embriones.
~Cultivo “in vitro" de cotiledones.
Cultivo "in vitro" de anteras.
Cultivo “in vitro“ de ovarios.

Cultivo "in vitro" de polen.

1



Cultivo “in vitro* de rafz,

En términos generales el grocedimiento para el cultive “in vitro" de -
cada uno de los tejidos u Srganos antes mencionados no difiere mucho entre
si; encontrindose las diferencias mis significativas en o que respecta & -
ia foarms de disectar el tejido, el tipo y cantidad de S.R.C.V. adicionades
al medio, la cantided de luz aplicada en Ja cémara de crecimiento y a la é-
pocs de colecta del explante.

V.4, SELECCION 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
explante o los explantes que cultivard. Los criterios que pueden en un mo--
mento dado dar la respuests a ests pregunta sonm:

1. El cbjetivo que persigue al micropropagar dicha especie.

2. La observacién de las técnicas empleadas en los sistemas tradicio-
nales de propagacién de dicha especie 1o cual indicar$ cuales son los teji-
dos con 1a mayor capacidad regenerativa.

En caso de tratarse de una especie silvestre la cual se pretende propa
gar; la observacidn de su comportamiento reproductor en el habitat natural,
_seguramente dar$ alguna pauta para elegir el explante adecuado para proce--
der & su micropropagacién,

En 1a actualidad son cerca de un millar de especies en las que se ha =
practicado y establecido ls técnica o técnicas de micrapropagacibn. £sto im
plica que se dispone de literatura en donde se especifica el medio emplesa--
do, e} tipo de explante cultivado, condiclones de esterilizacién, incuba---
cion y de transferencia a suvejo. -

Resulta de suma {mportsncis aclarar cuales son 10$ criterios que deter
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minan 13 eleccién de un explante 1o cual estd en funcién del objetivo perse
guido. A continuacién se da una lista de los diversos tipos de explantes y
los resultados obtenidos al mlqropropagarlos:

Grano de polen.- Célula gamética wasculina, se han obtenido plantas -
haploides en las cuales se han realizado cruzas de células somiticas por me
dio de la t&cnica de fusién de protoplastos.

Ovocélulas.- Cé&lula gamédtica femenina; el cultivo "in vitro" de este
tipo de explante est§ en proceso de investigacifn.

Meristemos caulinares.- Se reporta su empleo frecuentemente cuando se
pretende producir masivamente plantas libres de virosis.

Yemas.- Ampliamente utilizadas en la micropropagacién de diversas es-
pecies con el fin de obtener producciones masivas de plantas.

Yemas con porciones de talles.- Empleados frecuentemente en la produc
ci6n de plantas por la ruta organogénica; de aquf que el nGmero de plantas
obtenidas por explante no sea muy grande.

Embriones.- Se reporta su empleo sobre todo para la producci6n de - -
plantas libres de virosis con el fin de obtener patrones clonales sanos. --
También son muy utilizados en la técnica de microinjerto, ya que por medio
de esta técnica se acortan los tiempas de germinaci6n y de injertacién, al
mismo tiempo que se eleva la calidad fitosanitar{a de las plantas.

Pecfolos, tallos y hojas.- Son empleadas en la produccidn masiva de -
plantas ya sea siguiendo la via organogénica y/o la embricgénica., Las plan-
tas producidas a través de estos tipos de explantes estdn libres de hongos
y bacterias, pero no elimina los virus cuando estin presentes en las plan--
tas donadoras.

Anteras.- Se ha reportado que con la siembra de estas estructuras se
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han cbtenido plantas tanto haplotdes como dipilaides, dependiendo del tejido
del cual surja la proliferacidn.

V.5, LAVADG Y DESINFECCION DEL EXPLANTE

Para el lavado y desinfecciGn de la superficie del explante se han pro
bado varios tipos de detergente y agentes desinfectantes,

Entre los detergentes que mejor resultado han dado se encuentran los ~
"biodegradables" como el extrén ya que no dejan residuos.

En caso de no disponer de este tipo de detergente se pueden emplear de
tergentes comerciales previamente diluldos, pero sfempre y cuando el enjua-
gue del material se hags de manera profusa.

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

a) El hipoclorite de sodio.
b} E£1 hipoclorito de calcio.

El tipaclorito de sodio es empleads con menor frecuencia que el de cal
cio debido a que es contaminante, sin embargo se puede utilizar teniendo ~
culdado en no sobreexponer a los tejidos,

El hipoclorito de calcio es el agente desinfectante mis utilizado ya «
que no lesiona tanto como el anterior a los tejidos y no es tan contaminan-
te.

El alcohol etflice acidificado a un pH 2.0 es tambi&n un poderoso ger-
micida solo que posee una gran capacidad de penetracibn en los tejtdos, ra-
z6n por 1a que el explante no puede ser expuesto a este agente por mis de -
dos minutos.



Ya sea que se emplee uno u otro agente desinfectante con un tlp_o de ex
plante determinado, las variables que deben ser tomadas en cuenta son:

t) Concentracion del agente desinfectante.
2) Tiempo de exposicién del explante al agente desinfectante.
3) Consistencia y grado de madurez de! explante.

1) Concentracifn del agente desinfectante y
2) Tiempo de exposicifn del explante al agente desinfectante.

El rango mas frecuentemente reportado en la utilizaci6n del Ca(Cl0) va
del 2% al 10%. Para determinar el punto Optimo de concentracidn dentro de -
este rango se procederd 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 conta
minacién en la base del tejido o en las zonas de la interfase ex-~
plante-medio de cultivo.

b) El tratamiento resultard drastico cuando el tejido empiece a per--
der su caracter{stico coior verde, lo que implicard una sobredosis
del agente desinfectante o una scbreexposici6n; entonces se proce-
der§ a bajar 1a concentracién del desinfectante o a disminuir el -
tiempo de exposicibn.

Se puede establecer como "regla general préctica” que dosis menores al
2.5% de Ca(Cl10) y tiempos de exposiciOn menores a 10 minutos resultan insu-
ficientes.

A continuacién se ddn algunos métodos de lavado y desinfectaci6n de ex
plantes:



Metodo N°t (para porciones con tricomas y/o muy sucias):

1.-
2.«
3.-

4
5.-

6.-

7e-

Lavar con detergente las porciones donadoras.

Enjuagar de 4 a 6 veces con agua corriente. .
Sumergir las porciones donadoras en Ca{C10) al 5% durante 20 minu
tos.

Enjuagar 4 veces con agua destilada.

Sumergir las porciones donadoras en alcohol etflico al 70% duran-
te 1 minuto.

Sumergir las porciones donadoras en Ca(Cl0) al 7.5% durante 20 mi
nutos.

Enjuagar 4 veces con agua destilada estéril y en $rea estéril.

Mstodo NO2 (para porciones donadoras con una gran cantidad de tricomas, o -

.-
2.~

4.-
5.-
B~

muy cerosas o.con muchas particulas de tferra adheridas):

Lavar con detergente y un cepillo de cerdas suaves.

Enjuagar profusamente con agua corriente.

Sumergir la porci6n donadora en Ca(Cl0) al 7.5% mds tween 20 2] -
1% durante 20 minutos.

Enjuagar 4 veces con agua destilada.

Sumergir en Ca(Cl0) al 10% mas tween 20 al 1% durante 20 minutos.

" Enjuagar con agua destilada estéril 4 veces y dentro del drea es-

téril.

Método N°3 (para porciones de plantas que se han desarrollado en ambientes

1.-
2,-
o=
4.~
[

controlados o con tejidos suaves poco $erosos o tejidos muy fr§
giles):

Lavar con detergente.

Enjuagar con agus corriente,

Inmersién en alcohot etilico al 70% durante 1 minuto.
Inmersion en Ca{C10) al 2.5% durante 20 minutos.

Enjuagar con agua destilada estéril y dentro del 8rea estéril.
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¥.6. DISECCION DEL EXPLANTE

Este paso es quizas el que mayor habilidad manual y préctica demanda -
debido a que algunos de los tejidos empleados son tan pequeftos (0.1 mm-1,0
) quev es necesario disectarlos en el microscopio estereoscépico.

Otro aspecto muy importante en la obtencitn del tejido es el conocer -
1as caracterfsticas anatomicas, histolbgicas y citolSgicas de éste, ya que
en algunos casos como en el cultivo “in vitro" de los meristemos para la ob
tencidn de plantas libres de virus es indispensable sembrar unjcamente este
tejido para evitar la contaminacidn virosa que pudiera acarrearse en los te
Jjidos préximos a &1,

Las precauciones que deben ser observadas en 1a diseccién del tejido -
son:

a) Hacer el menor ntmero de cortes posibles.
b) Hacer cortes precisos.
¢) Emplear herramientas adecuadas y bien afiladas.

d) Realizar los cortes de manera rdpida para evitar la oxidacién y -
deshidratacitn.

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

f) Obtener el o los tejidos bajo el &rea aséptica una vez que la por-
ci6n donadora ha sido previamente lavada y desinfectada.

g). Flamear frecuentemente el instrumental de disecciSn para prevenir
al mximo el riesgo de contaminacién,
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V.7. OBTENCION DE CADA UNO DE LDS DIVERSOS TEJIDOS

Obtencidn de yemas.

Las yemas pueden ser apicales o axilares. Las yemas aplcales siempre -
estdn ubicadas en el extrémo distal de una rama mientras que las yemas axi-
lares estdn localjzadas en el hueco que forma un pecfolo o una hoja en el -
punto donde se une al tallo.

Existe otra clasificacién en 1a que se establece una distincién entre
yemas foliares o vegetativas y yemas florales o reproductoras. Las yemas fo
liares son responsables de la produccién de tallos 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 fisjolégica pudiendo ser divididas en yemas en latencia y yemas ac-
tivas. Las yemas en latencia son aquellas en las que la actividad fisiol6gi
ca de crecimjento estd completamente inhibida y las yemas activas son aque-
11as en las que el proceso de crecimjento y diferenciacién estdn plenamente
manifiestos. -

Las yemas estdn constitufdas por los primordios foliares que envuelven
al tejido meristemdtico.

Eh micropropagacion se pueden emplear yemas apicales o axilares y aun-
que en la mayorfa de los casos en que se pretende producir plantas masiva--
mente se escogen las yemas foliares, también es posible producirlas de ye--
mas florales poco diferenciadas.

En algunas plantas herbiceas como el clavel, las yemas axilares locali
zadas hacia el extremo basal del tallo no responden a las condiciones de -
cultivo “in vitro" como lo hacen las yemas ubicadas en la regifn medfa y -~
distal; incluso se llega a presentar una atrofia anatdmica en las yemas ba-
sales que se denota por un aplanamiento.
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En el caso de algunas yemas con tricomas como en el rosal, durazno, -
manzana, fresa y crisantemo, es necesario esmerar al miximo el proceso de -
lavado y esterilizado de los explantes para evitar contaminacién en el me--
dio de cultivo.

Cuando las yemas tienden a oxidarse r&pidamente después de ser lava---
das, esterilizadas y disectadas, pueden ahadirse al medio de cultivo &cido

citrico (0.1-10 mg/1) como antioxidante.

A continuaci6n en la figura ! se ilustra la ubicaci6n y apariencia de
yemas axilares y apicales de rosal.
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Figura

1.

OBTENCION DE YEMAS APICALES Y AXILARES DE ROSAL.

1.~ Porcién distal de uma estaca de rosal.

‘2.~ Fragmento de estaca con yema axilar una vez que ha sido

retirada 1a hoja. .

3.- Yema axilar con la porcién de:tallo con 1a cual serd -
sembrada en el método de yema con porcifn de tallo,

4.- Apice caulinmar,

§.~ Yema apical.



Obtencibn de meristemos.

Como su nombre 1o indica el meristemo es un tejido implicado en la ac-
tividad de divisitn celular. Este tejido es altamente especializado; tenien
do como funciones la producci6n de nuevas células que sersn incorporadas al
eje de la planta y el perpetuarse as{ mismo como meristemo, (Esau, 1965).

€1 crecimiento primarto estd directamente relacionado con 1os meriste-
mos apicales, tanto caulinar como radicular; siendo el resultado de este -
crecimjento el incremento de 1a superficie de contacto de la plants con el
aire, el suelo y eventualmente la formacifn de estructuras reproductivas.

€1 cambium es un tejido meristemdtico implicado en el incremento del -
volumen del sistems de conduccién y en la formaciSn de células de soporte y
proteccion. El crecimiento secundario es el resultado directo de este incre
mento. Tanto los meristemos apicales como el cambium pueden mostrar fluctua
ciones estacionales en su actividad meristemstica.

La clasificacién mds comin de los meristemos se basa en la posicidn -
que éstos ocupan en la palnta agrupdndolos en meristemos apicales y meriste
mos laterales.

Los meristemos apicales estdn localizados en las puntas o &pices de ra
mas y ralces. Los meristemos laterales estn ubicados de manera paralels al .
0 a los lados del 8rgano del cual surgen, (Esau, 1965).

Los meristemos también pueden ser clasificados en primarios y secunda-
rios; clasificacifn basada en la naturaleza de las células que dan origen a
los tejidos meristem§ticos: de aquf que los primarios son aquellos que derf
van de células emdbrionarias y que siempre se mantienen en relacifn con el -
crecimjento, mientras que los meristemos secundarios son aquellos que deri-.
van de células que una vez han pertenecido a tejidos diferenciados o madu~.
ros se revierten a una actividad meristemtica, (Esau, 1965). '

61



Existe otro tipo de meristemo denominado intercalar el cual se caracte
riza por ser un tejido de activo crecimjento primario ubicado entre tejidos
mds o menos diferenciados. Ejemplos de este tipo de meristemo se encuentran
en los entrenudos y las cubiertas de las hojas de monocotiledoneas, {Esau,
1965). ’

Las caracterfsticas citollgicas de los meristemos son variables pero -
en términos generales se pueden mencionar las siguientes:

-

) Poseen un bajo contenido de retfculo endoplésmico.

?) La estructura interna de las mitocondrias es muy sencilla.
3). El grado de vacuolacibn es pequefio o nulo.

4) Ausencia de paredés secundarias y lignina.

5) Durante la etapa de divisi6n activa de las células carecen de in--
clusiones ergdsticas.

6) Los plastidios se encuentran en estadio de proplastidios.

7) Son células con una gran actividad metabblica, mostrando una fuer-
te reaccibn a peroxidasas.

8) Son células isodiamétricas ricas en citoplasma, {Esau, 1965).

Todas estas caracterfsticas consideradas de indiferenciacién resultan
de gran utilidad en micropropagacidn ya que en términos generales se puede
decir que a mayor grado de diferenciacién y especializacibn citolégica, ma-
yor dificultad para que los tejldos se adapten y respondan a condiciones de

cultivo "in vitro®.

En micropropagacibn se emplean los diversos tipos de tejidos meristemd
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ticos que existen; pero los mis comin y ampliamente utilizados son los me--
ristemos apicales; sobre todo cuando se pretenden obtener plantas "libres -
de algGn tipo de virosis".

El meristemo apical caulinar est§ contenido dentro de la yema apical y
su diseccibn puede variar en grado de dificultad dependiendo del tamafio del
meristemo, la fase en que &ste se encuentre, el momento fisiolégico en que
se localice la yems, en 12 ausencia o presencia de tricomas y en la disposi
cién de las hojas que conforman & la yesa.

En general para disectar el meristemo es necesario observar las si~---
guientes precauciones:

a) Conocer la anatomfa del meristemo en cuesti6n, en cada una de sus
fases (drea mixima y §rea minima).

b) Hacer el menor nGmero posible de cortes.
c) Obtener el meristemo en seco, para evitar la difusi6n de virus.

d) Emplear el menor tiempo posible en la diseccién del meristemo para
evitar su desecacibn.

e) Orientar al meristemo en el momento de la siembra "in vitro" para
favorecer el desarrollo; pues en este tejido es importante la pola

ridad.

En las figuras 2, 3 y 4 se esquematizan los pasos sucesivos para la ob
tenci6n de meristemos a partir de yemas apicales y axilares.
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Figura 2. OBTENCION DE MERISTEMOS DE CLAVEL PROVENIENTES DE YEMAS
AXILARES,

t, 2, 3.- Cortes en el proceso de aislamiento del meristemo.
4.- Aspecto del meristemo de clavel.



®
@ : ) &)

Figura 3. OBTENCION DE MERISTEMOS DE CLAVEL PROVENIENTES DE YEMAS
APICALES,

1, 2, 3.- Pasos en el proceso de aislamiento del meristemo
del clavel.
4.- Meristemo de clavel proveniente de una yema
apical,



Figura 4. OBTENCION DE MERISTEMOS DE CRISANTEMO A PARTIR DE YEMAS
APICALES,

1, 2.~ Pasos en el proceso de aislamiento de merjstemos
de crisantemo.,

3,- Aspecto del meristemo de crisantemo can un par -
de primordios.



Obtencién de explantes de pecfolo.

Existe una gran similitud entre los tejidos primarios del tallo y del
pecfolo, siendo muy marcada en la estructura de la epidermis.

El parénquima fundamental del pecfolo es similar 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 disposicifn y estructura con los del -
tallo, El tejido vascular de los pecfolos de diferentes plantas meestran u-
na variacién considerable en la distribucitn, (Esau, 1965),

La presencia de células parenquimdticas, epidérmicas y corticales ha--
cen del pecfolo un explante de fécil adaptacibn y 6Sptima respuesta a las -
condiciones de micropropagacibn.

En algunas plantas ornamentzles como la Violeta africana es posible su

. propagacién “in vitro" empleando como explantes porciones de pecfolos. La -

obtencién de los explantes de pecfolo no implica mayor dificultad ya que -

las porciones que se emplean oscilan entre 2 y 4 mm de espesor, (Cooke, -
1977).

tas precauciones que se deben observar en la obtencién de este tipo de
explantes son:

a) Emplear herramientas bien afiladas para evitar se magullen los te-
jidos a la hora de realizar el corte.

b} Respetar la orientaci6n del tejido en el momento de la siembra *in
vitro" para facilitar el transporte de substancias.

c) No lesionar a los explantes para evitar reaccionas de oxidacién.

d) Flamear frecuentemente las herramientas de diseccién para reducir
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al maximo el riesgo de contaminacién.

En la figura § se esquematiza la forma de obtener explantes de pecfolo
de hoja de Violeta africana.



Figura 5. OBTENCION DE EXPLANTES PROVENIENTES DE PECIOQLO DE HOJA
DE VIOLETA AFRICANA.

1, 2.- Proceso de obtencién de explantes de.pecfolo
de hoja.
3.- Explante de pecfolo. Espesor aproximado de -

3-4 mm.

Es importante respetar la polaridad de este explante.
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Obtencitn de explantes de tallos.

- Los tallos er su estadio primarie de desarrollo muestran una divisién
en nudos y entrenudos, divisién que resulta de la forma en que se originan
las hojas en el brote apical y del crecimiento del eje que porta las hojas.

£n e} brote apical los primordios foliares surgen en continua sucesién
1o que da la apariencia de una superposicitn de discos, en los cuales se -
pueden localizar una o mé&s hojas. Posteriormente en la base de cada disco -
se da un desarrollo que separa a los discos entre sf, {Esau, 1965).

Los tejidos que constituyen al tallo son el tejido fundamental, el te-
jido vascular y el tejido dérmico; siendo los tejidos fundamentales y dérmi
¢os los que poseen células con una gram capacidad regenerativa,

Son varias las especies que se pueden propagar “in vitro” por explan-=
tes de tallo siendo uno de Ios casos m&s comunes el del tabaco.

£n algunas ocasiones es necesario que la porcisn sembrada cor'responda
a la zona del nudo con el fin de que la yema o yemas axilares que éste po--
sea se desarrollen en brotes; mientras que de la porcién del entrenudo se -
genere un callo y/o ralces adventicias, como es el caso del cultivo de yema
de rosal con porcibn de tallo. ’

En la obtenci6n de explantes a partir de tallas se recomienda obsef‘var
185 siguientes precauciones:

a} Emplear herramjentas adecuadas y bien afilades que permitan hacer
los cortes sln daflar as proporciones de tallos.

b) Cortar los fragmentos de tallo de un temafio que garanticen sy desa

rrollo "in vitro" {3 mn de espeser mfnimo) pues cuando las porcio-
nes son pequeftas llegan a morir en la fase de adaptacién.
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c) Al fgual que en otros casos en 10s que se emplean tejidos maduros
y completamente diferenciados se recomienda Someter a las plantas
donadoras a un pretratamiento con quimicos para reducir al minimo
la posibilidad de contaminacién o infestaciin por agentes sistérmi
cOS.

d) Realizar los cortes en seco y flameando las herramientas frecuente
mente,

En la figura 6 se esquematiza la forma de obtener explantes a partir -
de tallo de tabaco.
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Figura 6. OBTENCION DE EXPLANTES DE TALLO DE TABACO.
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Obtenci6n de explantes de hoja.

La hoja definida come el apéndice lateral principal nacido del tallo,
usualmente contiene (os mismos sistemas de tejidos que e} tallo, es decir,
el tejido dérmico, el vascular y el fundamental.

El tallo y la hoja difieren en aspectos rela_cionados con |os patrones
de crecimiento y el arreglo de los téjidos. La hoja muestra un crecimiento
apical determinado en comparaci6n con el crecimiento indeterminado apical ~

"del tallo. La diferencia estructural estd relacionada a su vez con la espe-
cializacién de cada uno de estos dos 6rganos; siendo en la hoja la abundan-
cia de la superficie externa, el parénquima esponfoso, la abundancia de clo
roplastos y la disposicién del tejido vascular un indicativo de la adapta--
ci6n de este Srgano a la fotosintesis, {Esau, 1965),

Algunos investigadores enfatizan la similitud entre el tallo y la ho--
ja, sefalando la capacidad de esta Gltima de producir rafces adventicias y
tejido secundario a partir del cambium vascular cuando son puestas en condi
ciones apropiadas de cultivo. :

Al fgual que el empleo de pecfolos para micropropagacitn las hojaé de-
ben ser maduras pero sin ser hojas muy viejas. Otra precaucibn muy importan
te es que'la hoja no debe presentar lesiones. En caso de emplearse hojas -~
con abundancia de tricomas o bien hojas que proceden directamente de plan--
tas cultivadas en el campo, se deben extremar las condiciones de lavado y -
desinfeccién. t . .

Al momento de disectar los explantes de hoja, €5 recomendable no lesio
narlos por la parte del haz o del envés por exceso de presién con las herra
mléntas y cada explante deberd poseer un fragmento de nervadura central y -
de nervadura secundaria, (Start y Cumming, 1976).

En la figura 7 se esquematiza la forma de obtener explantes de hoja de
Violeta africana.
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“igura 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 pecfo~
lo.

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

’ central y cories transversales,

4.- Aspecto del explante de hoja con una porcién de
nervadura principal y nervadura secundaria.

7



Obtencién de embriones.

El resultado de la fusi6n de un anterozoide con la ovocélula es la for
_ macién de un cigoto, en el cual se restituye la condicién diplofde.

Este cigoto constituido en la fase fmicial por una sola célula; sufre
transformaciones anat6micas, fisiol6gicas y bioquimicas como consecuencia -
 de la multiplicaci6n mitética de esta cé&lula cigbtica inicial; dando como -
resulado los diversos estados embrionarios que dan las configuraciones co-
nocidas como: globular, torpedo y arifionado. En_cada una de las configura--
clones anteriores, las cuales determinan un estadio del desarrollo embriona
rio, se destacan necesidades nutricionales diferentes, necesidades que son
mis complejas en cuanto que él embrién es mds inmaduro.

Una vez que el embrién se desarrolla y se forman los rudimentos meris-
tem§ticos tanto caulinar ¢omo radicular y el endospermo es absorbido por -
los cotiledones o cotiled6n las necesidades nutricionales quedan reducidas
a un minimo. .Esta condicién nutricional queda claramente manifiesta en la e
laboracion de medios para cultivo "in vitro" de embriones; siendo mds com--
plejos los cultivos en cuanto m&s inmaduros sean los embriones.

Cuanda se micropropagan plantas partiendo de embriones es muy importan
te definir la fase de desarrollo en que serdn tomados, pues esto aparte de
determinar necesidades nutricionales, también implicard pasos diferentes pa
ra la disectacién de estos tejidos.

En la obtencién de embriones que provienen de semillas maduras se reco
mienda sequir los siguientes pasos: °

t} Lavar con jabdn las semillas y enjuagar con agua corriente en abun
dancia,

2) En caso de que la semilla presente testas duras como en el chabaca
no y'durazno, escarificar mecanicamente para obtener la almendra.
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3)

)

5)

6)

7)

Emplear el método N°2 de lavado y desinfectado de porciones donado
ras de tejido mencionado en el inciso V.5.

‘Remojar las semillas desinfestadas en agua destilada estéril con -

el fin de ablandar la testa interna.

En condiciones de total asépsia, retirar la “cascarilia" y separar
los cotiledones para dejar expuesto el embrién.

Disectar el embrién tratando de evitar lleve tejido cotiledonario
adjunto,

En el cultivo de ambriones empleando la ruta oréanogénlica es impor
tante sembrar respetando la 'poiaridad natural de este tejido.

En la figura 8 se {lustran les pasos para la obtencifn de embriones de
chabacano y durazno.
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Figura 8. OBTENCION DE EMBRIONES DE CHABACANO Y/O DURAZNO.

f.-
2.-

3.-

Aspecto general de la semilla de durazno.
Almendra de la semilla de durazno una vez
realizada la escarificacién mecénica.
Embrién de durazno una vez. que ha sido re
tirade de entre los cotiledones.
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Obtenci6n de anteras.

Las anteras junto con el filamento son estructuras filogenéticamente -
muy avanzadas. La antera se localiza en el extremo del fiiamento y es una -
estructura biloculada y teiraloculada, aunque puede variar en el nlmero de
16ctfos. ‘ :

Los tejidos fundamental y conectivo de la antera son parenquimdticos -
pero muestran una gran especializaci6n en las zanas contiguas a las células
esporogénicas formando !as capas parientales del microesporagio.

La pared de la antera puede variar en el nimero de capas y se forman a
través de una serie de divisiones paralelas a la periferia del l6culo de la
antera. Las capas parientales estdn ontogénicamente relacionadas al tejido
esporogénico. Por debajo de ia dermis de la antera se vlo‘cpllza el endote---
cio. La capa pariental mds interna corresponde al tapetum cuyas células se
caracterizan por protoplastos que se tifien densamente y que poseen nficleos
muy grandes, (Eéau: 1965).

El estadio en que debe ser disectada y sembrada la antera, varfa de u-
na especie a otra, pero siempre tiene que ser antes de que las paredes se -
deshidraten y se lleve a cabo la dehfscencia del polen.

En la mayorfa de los casos la antera es disectada antes que el botfn -
floral se abra, lo cual implica hasta cierto punto 1a ausencia de gérmenes
en los tejidos epidérmicos de esta estructura.

- Las précauciones que deben tomarse en cuenta en la obtencién de ante--
ras son:

a) Determinacién del. tamaflo del botén floral en el cual el estadio de

desarrollo de la antera sea el fptimo para los objetivos de la mj-
crbpmpagaclon.
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b) Lavado y dasinfestado del botén Floral con el método N°3 enunciado
en el inciso V.5,

¢} Diseccifn 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.

OBTENCION DE ANTERAS DE LA FLOR DE TABACO.

1.- Aspecto general de la inflorescencia del

tabaco.

2.- Botén floral antes de la apertura del -
cdliz y la coroia.

3.- Aspecto de los verticilos mas internos -
del botén mostrando anteras y ovario.

4,- Antera de tabaco.



Obtencién del polen.

E1 grano del polen pasa por diversas fases de desarrollo antes de al--
canzar la madurez anatbmica y fisiolégica siendo los siguientes los princi-
pales estadios: C&lula madre dgl polen, dfada, tetrada, microespora joven y
microespora madura o grano de polen,

Cada una de las fases anteriores se caracteriza por rasges anatémicos
y fisfolbgicos que pueden variar de una especie a otra.

Los rasgos anatémicos mds comunes son:

Célula madre del polen. El tejido arquesporial se divide en dos veces
consecutivas dando como resultado la aparicién de 4 células de las cuales 3
degeneran y 1 queda funcional correspondiendo a al célula madre, En esta fa
se las c€lulas madres se localizan en un sincitio en el que los nucleos par
ticipan de un citoplasma comin.

Dfada. En esta fase las células madres sufren una divisién reduccio--
nal que da como resultado la aparicifn de dos células haploides,

Tétrada. En esta fase las dos células generadas sufren una division e
cuatorial, produciéndose cuatro células que empiezan a rodearse de callosa
y a conformar la intfna.

Microespora joven. En este punto de desarrollo del polen se empiezan
a formar las ornamentaciones del grano del polen ocasionadaE por la exina,
el nGcleo se ha polarizado y dividido en dos nucleos quimicamente diferen--
tes: el nlicleo germinativo y el nGcleo del tubo polfnico.

Grano de polen. Esta fase se caracteriza por la presencia de la capa
de esporopolen{n que recubre al polen. En este momento los dos nucleos se
han separado por una tablcacibn ¥ el endotecio de la antera estS§ listo para
llevar a cabo la dehiscencia, (Echlin, 1968}.
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Para el cultivo “in vitro" de granos de polen es muy imvoftante deter-
minar el tamafio del botén floral en el que se presentan los estadios de dfa
da y tétrada ya que es en estos estadios en los que se logran resultados.

€n el cultivo de tejidos vegetales el grano de polen es sembrado prin-
cipalmente con el objeto de obtener plantas haploides con el propbsito de -

* inducir manipulaciones o mejoras genéticas.

En el cultivo "in vitro" de polen es necesario observar los siguientes
puntos para su obtencién:

1) Déterminaci6n del tamafio de) bot6n floral al que correspondan los
. estadios de dfada y tétrada principaimente. s

2) Esterilizacién del botén floral.

3} Diseccitn de las anteras en condiciones de total asepsia.

4} Corte transversal de los dos lébulos de la antera para dejar ex---
puestos los l6culos. Esto también debe hacerse en condiciones de -

total asepsia.

5} Con frecuencia es necesario adicionar al medio Scido ascérbico pa-
ra evitar la oxidacifn en la antera.

) En la figura 10 se esquematizan }os pasos para la obtencibn de granos
. de pofen.
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Figura 10. OBTENCION DE POLEN DEL TABACO.

f.-

Determinaci6n del tamaiio del botén floral al
que corresponden los estadios de dfada y té&-
trada.

Aislamiento y corte de la antera para dejar
expuestas las dfadas y tétradas.

Aspecto de las diadas y las tétradas vistas
al microscopio.



Obtencibn de explaates de rafz.

La rafz es unh brgano especializado en la absorcidn y ancliaje. tas con-
diciones rejativamente estables del svelo qgcasionan una estructura aparente
mente simple de 13 rafz y una retenci6n de los aspectos estructurales primi
tivos que desaparecen en el talle.

ta rafz se origina de una radfcula o de un meristemo radicular presen-
te en el embrién; en las gimnospermas y en las dicotileddneas esta ralz pro
duce por elongacifn y ramificaciOn el sistemd radical de la planta; mien---
tras que en las monocotiledbneas la primera rafz que deriva del meristemo -
radicular del embrién muere y 13s rafces de la planta madura se forman del
tallo como uha estructurs compuesta de muchas rafces, {Esau, 1965).

En cultivo "in vitro” es posible sembrar &pices de rafces proveanientes
de plantas recién germinadas.

En términos genherales la ralz primaria estd compuesta de una capa su--
perficial que es la epidermis. Inmediatamente abajo de esta capa se encuan-
tra el tejido fundamental constituyendo al cértex; el cual rodea al sistema
vascular, En algunas ocasiones se puede localizar en el centro de la rafz -
un tejido parenquimdtico bien definido 1]amado médula, Estas caracter{sti-~
cas histolégicas hacen a fa rafz una porcidn donadora de explantes nuy fm--
portante,

£n cultivo de tejidos vegetales la rafz de zanahoria ha sido ampliamen
te utilizada desde los priméros intentos de mantener vivos tejidos "in vi.-
tro". £n la actualidad el cultivo de rafz de zanshoria se !leva a cabo prin
cipalmente con el objeto de realizar estudios en callogénesis, embriogéne--
sis y organogénesis, ’

Para la obtencibn de explantes de rafz se recomienda cufdar 105 Sj~a-~
guientes aspectos: ’



1) ‘Un la;/adc exhaustivo y riguroso del material bioldgico empleando -
el método N°2 enlistado en el inciso V.5 N

2) Descartar todas aquellas rafces que presenten lesiones o sfntomas
de enfermedad.

3) Emplear aquellos tejidoé que posean la mayor capacidad génerativa
o el menor grado dé diferenciacién, es decir; due estén constitui-
dos por células parenquimdticas. ’

En la figura 11 se ilustra la manera de obtener explantes .a partir de
rafz de zanahoria.



Figura 11, OBTENCION DE EXPLANTES DE RAIZ.

1.
2.

Aspec{o general de la rafz de zanahoria.
Corte de la parte superior de la rafz y
perforaciones practicadas con un sacabo-
cados de 1/2% de di&metro.

Corte en trozos de-3 mh de espesor del -
cilindro de tejido obtenido con el saca-
bocados de 1/2" y 3/4" de didmetro.



CAPITULO Vi

SIENBRA ASEPTICA

VI.1. PREPARACION DEL AREA DE SIEMBRA.

© VI.2, PRECAUCIONES EN EL MOMENYO DE LA SIEMBRA.



VI.1. PREPARACION DEL AREA DE SIEMBRA
\
La preparacibn del Srea de siembra es una tarea sencilla pero que re--
quiere se realice con diligencia y exactitud para prevenir al mdximo el - -
riesgo de contaminacién.

Como se ha visto hasta el momento el drea de siembra o mejor dicho el -
drea aséptica se emplea para realizar el Gltimo enjuague del material biolb
gico con agua destilada esterilizada, para disectacién de los explantes, pa
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 drea debe estar aislada de corrientes de aire y del trinsito de
parsonas .

b) Esta drea debe ser destinada solo para realizar las operaciones de
micropropagacifn que requieran total asépcia.

c) Las paredes y los pisos deben ser de materiales que puedan ser la-
vados con facilidad.

d) Debe pbseer una buena ilumlnacian y las instalaciones minimas in--
dispensables (ver capftulo 1.2 y II.3).

e) Esta 8rea debe ser accesible solo al personal autorizado y capaci-
tado,

Para la preparacién del &rea 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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8.~
9.
10.-

Charola de peltre,

Herramientas de diseccibn,

Gasa y algodn estériles.

Cloruro de benzalconio y/o hipoclorito de sodio o calcio.
Cubata y basurero,

Sillas o bancos.

Frascos con medios de cultivo ya esteriljzados.
Porciones donadoras de explantes.

Cads vez que se vayan a realizar manipulaciones dentro de esta drea se

deberdn 1
1)

2)

3)

4)

levar a cabo las siguientes operaciones:
Se lavardn con agua y jabdn paredes y piso.

Se limpiars con un trapo himedo con cloruro de benzalconio o con -
hipaclorito de sodlo las paredes, el piso y el techo asf como el -
mobiliario.

Se lavaran con detergente' y se desinfectardn con especial esmero -
1a superficie de trabajo y 1a campana estérfl; esto Gltimo se po--
dré realizar con clorurc de benzalconia o con hipoclorite de sodio
o bien flameando el area.

Se acomodardn sobre |2 mesa de trabajo y dentro del 4rea estéril -
todos los utensilios indispensables para realizar las manipulacio-
nes y debiendo estar estos previamente esterilizados.

Para el acomodo de las utensilios dentra del &rea estéril se sugiere

la distri

bucidn descrita en la figura 12.

.
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Figura 12. DISTRIBUCION DE LOS YTENSILIOS DE MIGROPROPAGACION DENTRO DEL
AREA ESTERIL.

R t.- Recipiente con alcohol para poner el instrumental de
’ diseccibn, '
2.- . Mecheros de alcohol o gas.
3.- Recipiente con las porciones donadoras de explantes.
4.. Charola de diseccién.
5.« Microscoplo estereoschpico.
6.- Area para acomodo de frascos con medio de cultivo.
" 7.- Areas de acomodo para frascos con medio.
8.- Area para cerrado de frasces.
A.- Banco para persona que esté realizando las siembras.
B.- Banco para persoha que esté ayudando a cerrar, sellar
.y etiquetar los frascos.
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vi.2.

PRECAUCIONES EN- EL MOMENTO DE EFECTUAR LA SIEMBRA ASEPTICA

Los errores que se cometen més frecuentemente en el momento de reali--
zar la siembra aséptica' se pueden evitar observando las siguientes precau--

ciones:

a)

c)

d)

e)

f)

g)

h)

B’

Desinfectar dreas, equipos y materiales.
En el drea de siembra s6lo deben estar aquellas personas que estén
realizando la manipulaci6n.

Mantener cerradas puertas y ventanas para evitar corrientes de ai-
re.

Mientras se permanezca en el &rea estéril llevar puesto gorr‘o,'bo-
tas, cubrebocas y bata quirGrgica.

Flamear la charola de diseccién cada vez que se concluya la disec-
cifén y siembra del explante correspondiénte a cada frasco.

Flyamear el instrumental de disecci6n cada vez que sea obtenido un .
explante,

‘FIamear la boca del frasco antes de retirar 1a tapa de papel alumi

nio y antes de volver a taparlo una vez realizada la siembra del -
explante.

Marcar o etiquetar adecuadamente cada frasco para llevar a caboe un
control efectivo del material.
£] registro deberd contener los siguientes datos:

1.- Fecha de siembra.

2.~ Tipo de explante.
3.- Fecha y nlmero de transferencia.
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4.~ Tipo de medio empleado.

§.- ConcentraciGn de S.R.C.V.

6.~ Registro de respuestas biol6gicas.
7.- Condiciones de incubacin.

8.- Persona que realiza la manipulacién.

i) Una vez conclutda Ia manipulacién es recomendable limpiar el &rea
estéril y retirar todos los desperdicios que se generen.

j} Asegurarse de que puertas y ventanas permanezcan cerradas para evi
tar la entrada de gérmenes y polvo.
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CAPITULO VII

TRANSFERENCIAS “IN YITRO®

VIE.1. TIPOS DE TRANSFERENCIAS "IN VITRO".
VII.2. MEDIOS DE CULTIVO PARA TRANSFEREN.CIAS.

VII.3. MANIPULACION DE LOS TEJIDOS EN LAS TRANSFERENCIAS.



‘VII.1. TIPOS DE TRANSFERENCIA "IN VITRO"

v

Como se emnciona en el inciso I11.1, existen cuatro etapas en el proce
so de micropropagacifn:

, Etapa de adaptacién "in vitro".

~

, Etapa de multiplicacién “in vitro®.

=]

, Etapa de enraizamiento "in vitro“.

ES

, Etapa de adaptacibn a suelo.

n las tres primeras etapas es necesario efectuar una serie de transfe
reicias del explante a medios sucesivos que van induciendo determinadas res
puestas biolfgicas hasta lograr plantas perfectamente constitufdas que pue-
den sobrevivir a las condiciones de cultivo en el suelo.

m

Estas transferencias sucesivas del explante’ pueden ser clasificadas de
1a siguiente manera: :

- Transferencia para mantenimiento o de renovaci6n de medio.
- Transferencia para multiplicacién. .
- Transferencia para enraizamiento,

En ias transferencias para mantenimiento o de renovaci6n de medio el -
explante es transferido a un medio de igual composicién y consistencfa al -
medio del que proviene. Este tipo de transplante se realiza con el fin de -
evitar un decremento en el desarrollo debido al agotamiento de nutrimentos.
£n términos generales las transferencias para mantenimeinto se realjzan ca'-
da tres o cuatro semanas.

Las transferencias para multiplicacién se realizan después de la fase
de adaptacién aséptica, y como su nombre lo indica, se llevan a cabo con el



propbsito de que el explante ya adaptado a las condiciones de cultivo "in -
Vitro® se multiplique. Por lo regular la transferencia a medios de ‘multipl_l_
caci6n se realiza de dos a tres semanas después de haber iniciado la fase -
de adaptacifn aséptica.

En 1a fase de multiplicacitn es frecuente realizar transferecias del -
explantd 3 medio fresco con el fin de obtener un nimero creciente de brotes
o células, lo cual se logra dividiendo el tejido resultante en porgiones -
mas pequefias y poniendo estas en_medios de multiplicacion similares al ante
rior. Esta operacidn puede repetirse indefinjdamente, dependlendo del volu-
men de produccion de plantas requeridas.

Este tipo de transferencia se realiza cada 4 a 6 semanas; aunque este
perfodo puede variar hasta 8 semanas; dependiendo de la especie, de lo ade-
cuado que sea el medio y la concentracién 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 multiplicaci6n a la proliferacién de raf-
ces. Por regla general’este transplante se realiza una sola vez y su dura--
ci6n puede variar entre dos y seis semanas, intervalo que depender§ de la -
especie y la'eficiencia del medio junto con las condiciones ambientales de
desarrollo (luz y temperatura) para producir raiz o rafces.

£s recomendable realizar la transferencia de plantas pre:/i'amente sepa-
radas a medios de enraizamiento para evitar una distribucién irregular de -
rafces o la lesi6n de las mismas en el momento de individualizarlas.

" VI1.2, MEDIOS DE CULTIVO PARA TRANSFERENCIAS

Medios de cultivo para transferencias de mantenimiento o renovaci6n de me--
dio. s

X Como ya se apuntaba con anterioridad este tipo de transferencias se -
realiza sobre medios que no varfan en su composicién con respecto a los me-



dios en que se encontraba el explante antes del transplante pues la finali-
dad de esta transferencia es la de mantener a los tejidos. en medios fres---
cos.

En las transferencias de mantenimiento para la fase de ada.ptaclon asép
tica los medios empleados poseeri bajas concentraciones de sales y sobre to-
do de S.R.C.V. para prevenir que se genere una descompensacién por la dife-
rencia de concentraci6n de estas substancias entre el tejido y el medio.

. Este tipo de medio es particularmente recomendado en el cultivo de explan--
tes muy pequefios como eS el caso de los meristemos.

Medios para transferencia de multiplicacién: Estos medios presentan u;
na composicibn muy rica tanto de sales minerales como de S.R.C.V. Dentro de
estas Gltimas las citocininas son las que se encuentran-en mayor abundancia
(0.1-10 mg/1} y en algunos casos se puede encontrar la participacién de al-
g6n factor sinergfstico como el sulfato de adenina, el cual potencia el e--
fecto citocinfnico, (Start y Comming, 1976). Las auxinas también son fre---
cuentemente adicionadas en estos medios aunque en la mayorfa de los casos -
la relacién auxina/citocinina es menor a 1.

Los medios para transferencia de multiplicacién pueden ser l[quido; [
sélidos, pero cuando se reporta el empleo de medios liquidos por lo regular
son sometidos a agitaci6n. ’

Medios de transferencia para enraizamiento: En la fase de enralzamien-
to "in vitro" los medios empleados pueden variar mucho no solo con respecto
al contenide se S.R.C.V. sino también en cuanto al tipo y grado de hidrata-
cién de las sales, a la presencia de vitaminas, a 1a concentracifn de saca-
rosa y en algunos casos a la presencia de otros factores como el carbbn ac-
tivado y cantidad de agar-agar por litro de medio. Por lo regular en la fa-
se de enraizamiento se emplean medios sélidos con el fin de proporcionar un

.estimulo fisico a la rafz.



VII.3. MANIPULACION DE LOS TEJIDOS EN LAS TRANSFERENCIAS

En las transferencias “in vitro) la manipulacién 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 esterilizar los explantes y aunque en
la fase de multiplicaci6n hay que realizar algunos cortes, &stos por io ge-
neral no implican el mismo grado de dificultad que en la diseccién del ex--
plante original.

En la manipulacién de los tejidos en las transferencias se recomienda
se obsarven las sigufentes precauciones:

a)

b)

c)

d)

e)

.f)

g)

Lavar y esterilizar el érea de siembra o campana aséptica. -
Flamear la charola y el instrumental de diseccion.

Flamear la boca de los frascos antes y después de destaparse, tan-
to de los frascos de donde proviene el explante comn de los que -
van ‘a recibir la transferencia.

El instrumental que se estd empleando en la introduccién de los ex

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

depositados en el medio fresco.

Emplear gorro, botas, cubrebocas y bata quirargica en el momento -
de realizar las transferencias.

En el caso de tener que hacer cortes en los tejidos, éstos deberdn
hacerse con presteza y exactitud para evitar su deshidratacién y -
lesi6n. . N

Una vez conclufda la transferencia asear y ordenar el drea de siem
bra aséptiqa. asegurdndose de dejar cerradas puertas y ventanas. ,
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VII1.3.

viil.a.

VIII.S.

CAPITULO V11t

TRANSFERENCIA A TIERRA DE LAS PLANTAS MICROPROPAGADAS

- .
FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA ADAPTACION A SUELO DE
LAS PLANTAS MICROPROPAGADAS.

- INSTALACIONES,  EQUIPO Y MATERIALES QUE SE REQUIEREN

PARA LA ADAPTACION AL SUELO DE LAS PLANTAS MICROPRO-
PAGADAS.

PASOS PARA LA TRANSFERENCIA Y ADAPTACION DE LAS PLANTAS
MICROPROPAGADAS A SUELO.

FORMA DE REALIZAR CADA UNO DE LOS PAS0S.

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 micropropagacisn ya -
que es en éste punto donde se llegan a registrar los Indices mds altos de -
mortandad en la mayorfa de los casos. Esto se debe principalmente a una o -
varias de las siguientes causas:

1.« Raices generadas "in vitro" deficientes.
2.- Sustratos no adecuados para la fase de adaptacibn a suelo.

3.~ Una elevada tasa de evapotranspiraci6n con respecto a la veloci -
dad de captacién de agua por parte de la planta.

4.- Falta de elementos nutritivos en formas f&cilmente asimilables.

5.- Presencia de hongos, bacterias y/o insectos en el sustrato que -
propicien una rdpida pudricidn del sistema radicular. :

6.- Exceso de humedad en el sustrato lo que induce al ahogamiento de
la planta o a la proliferacién de patégenos.

7.- Exceso de 1lpminac16n 0 temperatura en el area‘donde estdn adap--
tando las plantas. -

De la lista anterior se deduce que los factores que afectan en el pre[l._
dimiento y adaptacién de las plantas micropropagadas a condiciones de suelo
sonr

a) Sustrato: Estructura.
Composicidn,
Disponibilidad de nutrimentos.
Desinfestacién.

b} Humedad relativa. °
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c) Temperatura.
d) Intensidad iuminosa.
e) Fotoperiodo.

VIII.1. FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA ADAPTACION A SUELO DE LAS PLANTAS
MICROPROPAGADAS, .

Sustrato:

E] sustrato es sin lugar a dudas un factor determinante en el proceso
de adaptaci6n a suelo, ya que de sus propiedades dependerd en gran medida -
el éxito o fracaso de esta fase.

Un suelo apto para recibir a las plantas micropropagadas debe poseer u
na estructura tal que permita un buen drenaje, una buena capacidad de agua
capilar y buena aireacién,

En cuanto a ia composicién el sustrato puede variar desde los suel’os.--
constituldos totalmente por componentes inertes como la vermiculita, la a--
agrolita, et arena de rio o la de tezontle, hasta aquellos que poseen un al
to contenido de materiales orgdnicos como el humus, estiércoles y compos---
tas. La seleccibn de cada uno de estos depeqdera principalmente de la dispo
nibilidad de estos materiales.

- Los nutrimentos en los suelos constitufdos por componentes inertes de-
ben ser suministrados en forma de riegos fertilizados. Cuando los suelos es
-tdn constituidos con al'tos contenidos de materia orgdnica, los riegos fertf
lizados deben ser menos concentrados y deben aplicarse durante menos tiempo
que en el caso de suelos igertes.

Los suelos que poseen materia orgdnica y tlerras naturales deben ser -
sometidas a tratamientos de desinfestacifn para prevenir que las plantas mi
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cropropagadas sean atacadas por patdgenos. Estos-tratamientos pueden ser a
base de calor, de vapor o por medio de agentes qulmléos.

En resumen un suelo apto-para recibir plantas micropropagadas debe te-
ner las siguientes caracterfsticas:

1.~ Buena capacidad de retenci6n de humedad.
2.- Buen drenaje.
3.- Equilibrio entre la retencién de agua y aire.

4,- Textura suave que facilite la adaptacibn y desarrollo del sistema
radicular, )

5.~ Debe poseer una buena composicién quimica.
6.- Debe encontrarse libre de patdgenos.
Humedad relativa.

Otro factor determinante en la adaptacién a suelo de las plantas micro
propagadas es la humedad relativa, pues de esta dependerd la pronta o lenta
pérdida de agua por parte del vegetal. Junto con la capacldad del sustrato
para retener agua capilar y de la rafz para tomar esta agua, la humedad re-
lativa juega un papel definitivo en lo que se ha denominado "déficit hidri-
co" que es tipico de esta fase, el cual se caracteriza por un rdpido marchi
tamiento de la plants después del transplante al suelo,

En la fase de adaptaci6n a suelo es necesario llevar a la planta de un
estado de alta humedad relativa (85-90%) a estados graduales y paulatinos -
de menor humedad hasta alcanzar puntos normales (40-501).

Temperatura, Intensidad luminosa y Fotoperiodo.
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Junto con los factores hasta aqui mencionados 1a intensidad luminosa y
la temperafura también determinan en gran medida la adaptacién de las plan-
tas obtenidas "in vitro* a condiciones de suelo,

En clima templado es relativamente fé&cil mantener temperaturas entre =
los 22 y 27 9 reduciendo 1a intensidad de luz con mallas media sombra en -
el dfa y por medio de la reabsorcibn de los rayos infrarojos con coberturas
plésticas y por estas mismas mallas durante la neche.

En las regiones de clima extremoso el mantenimiento de un rango favora
ble de temperatura solo se puede lograr a través de sistemas de climatiza--
cibn y calefaccibn.

En cuanto a la intensidad de luz en la etapa de adaptaci6n a suelo, &s
ta debe ser durante 12 fase inicial simitar a la de los explantes en la c&-
mara de crecimiento. Esto Implica que la intensidad luminica debe ser del -
60-70% menor a la de un dfa soleado y aumentarse graduaimente hasta alcan--
zar las condiciones normales de iluminaci6n de la planta.

El fotoperiodo es otro factor que, junto con la intensidad luminosa, -
tiene un afecto directo sobre la adaptacién de las plantas en la etapa de a
daptacién al suelo. Es bien conocido el hecho de complementar deficiencias
en horas luz manteniendo a las plantas bajo condiciones de iluminacidn artj
ficial o bien el de estimular el crecimiento vegetativo o floral modifican-
do el tiempo de iluminacién,

- V1I1.2. INSTALACIONES, EQUIPO Y MATERIALES QUE SE REQUIEREN PARA LA ADAPTA
CION AL SUELD DE LAS PLANTAS MICROPROPAGADAS.

Para 1a fase de adaptacién a suelo son necesarias las siguientes insta
laciones, equipos y mqieriales:

1.- lnvernadero o local con buena iluminacién y ventilacifn.
2,- [Instalacién de corriente eléctrica monofdsica de 117 volts.
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3.- Instalacién de agua potable y drenaje.

4.- Instalaci6n climatizadora en zonas con climas extremosos.
5.- Cmara de nebulizacién,

6.- Bolsas de plastico agricola negro calibre 800 (varios tamafios).
7.- Bolsas de pl&stico agricola transparente (varios tamaios).
8.- Macetas de plastico de varios tamafios.

9.- Vasos desechables de varios tamafios.

10.- Vasos desechables transparentes de varios tamafios.

11.- Herramientas de jardinerfa.

12.- Pasteurfizador de tierras.

13.- Mochila de-fumigacidn,

14.- Sistema de riego.

15.- Agrolita.

16.~ Vermiculita grado hortfcola.

17,- Humus,

18, - Estiércol procesade de vaca o borrego.

19.- Tierra de hojarasca (pino o encino).

20.- Arena de tezontle.

21.- Arena de rio.

22.- Perlita.

23.- Composta. .

28.- Soluciones Stock del medio Murashigue y Skoog.

25.- Fertilizantes foliares,

26.- Fungicidas e insecticidas.

VIII.3. PASOS PARA LA TRANSFERENCIA Y ADAPTACION DE LAS PLANTAS MICROPROPA
GADAS A SUELO. :

Para llevar a cabo la transferent_:la y adaptacién de las plantas micro-
propagadas a suelo es necesario realizar los sigufentes pasos;

1) Preparacifn de sustratos.

2) Lavado de los residuos de agar adheridos a las raices de l‘as plan-
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tas obtenidas "in vitro".
3) 'Transferenc.la de las plantas al sustrato.
4} Riego y fertilizacién de las plantas.
5) Generacién de un microambiente o microinvernadero.
6) Adaptacién gradual a las condiciones ambientales normales.
7) Manejo de las plantas micropropagadas ya adaptadas a suelo.
VIII.4. FORMA DE REALIZAR CADA UNO DE LOS PASOS

1) Preparaci6n de sustratos.

La preparacidn de sustratos implica dos actividades que son:

a) Mezclado de tierras y/o componentes.
b} Esterilizacién del sustrato.

Para el mezclado de tierras se puede emplear un solo componente ¢ va--
rios. En el caso de que el sustrato esté constituido por un solo componente
&ste por lo regular deber§ ser {nerte, siendo dentro de este tipo mis am---
pliamente utilizados los siguientes: Agrolita, vermiculita, arena de tezon-
tle, arena de rio y musgo de Sphagnum.

Salvo el musgo de Sphagnum los otros materiales son de ficil adquisi--
cibn en nuestro pafs. Es necesario realizarles un previo lavado y desinfes-
tado antes de emplearlos como sustratos para plantas micropropagadas. Es -

’ muy recomendable el empleo de este tipo de materiales en los primeros dias
de 1a fase de adaptaci6n ya que por sus caracterfsticas garantizan una bue-
na disponibilidad de humedad en la zona de rafces y una textura suave que -
’permite la expansibn del sistema radicular.
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El uso de estos materiales hace necesaria la adici6n de soluciones nu-
tritivas. '

Las plantas pueden ser también adaptadas a condiciones de suelo sobre
sustratos preparados con mds de un componente entre los cuales exista uno o
varios de origen orgdnico. Por lo generai este tipo de sustrato estd consti
tuido por tierras naturales y elementos orgdnicos razbn por i: cual es im--
prescindible un buen proceso de desinfestacién. :

A continvacidn se presentan una serie de mezclas que han dado buen re-
sultado en la fase de adaptacién a suelo-en varias espec.ies.

Mezcla N°1.
{1 parte de agrolita.
1/2 parte de estiércol procesado de borrego.

2 partes de tierra de hojarasca de encing, perfectamente triturada.
1/2 parte de hmus.

Esta mezcla ha sido usada con éxito en la adaptacién de Violeta Africa’
na, Crisantemo y Clavel.

Mezcla N2,
1 parte de arena de tezontle.
2 partes de tierra de hojarasca de pino.

1/2 parte de estiércol de vaca o borrego (completamente procesado).

Mezcla usada con &xito en la fase de adaptaci6n de Violeta Africana, -
Chabacano y Rosal.

Mezcla N93.

t parte de agrolita.
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1/2 parte de vermiculita.
2 partes de humus.
1/2 parte de estiércol procesado.

Esta mezcla se recomienda para la fase de adaptacisn de Clavei y Cri--
santemo. . : )

Mezcla N°8,

1/2 parte de arena de ric.
{ parte de arena de tezontle,

Esta me2cla en combinacién con una c&mara de nebulizacidn da un exce--
lente resultado en el enraizamiento de plantas de Clavel y Crisantemo.

Mezcla N5, ..

1 parte de agrolita.
1/2 parte de vermiculita.

Al igual que 1a anterior esta mezcla favprece el enraizamiento de plan
tas que presentan un sistema radicular deficiente. )

Mezcla #%.
1/2 parte de agrolita.

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

£sta mezcla se recomienda para el desarroilo posterior 3 la fase de a- .

daptaci(ﬁn de cualquier planta.

b} Esterilizacién del sustrato. -
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Una vez preparado el sustrato se procede a su esterilizaci6n o desin--
fastacidn, lo cual se realiza con productos quimicos o con vapor.

Entre los productos quimicos mds utilizados estén los siguientes:

Formaldehido. Producto que resulta ser un buen fungicida pero su efi-
cacia en la eliminacion de nemitodos e insectos es baja. Se prepara al 2% -
v/v de formol en agua y se aplica a razén de 100 1/m” de tierra. El sustra-
to debe cubrirse durante 24-48 hrs para evitar la ripida evaporacidn del -
formaldehido. Debe dejarse afrear durante dos semanas antes de ewplearse.

Bromuro de metilo. Se aplica a una dosis de | 1bim3. es un producto -
bastante efectivo aunque no elimina a Verticillium. En necesario cubrir el
sustrato con plistico durante 48 hrs, posteriormente se deja aivear duran--
te 5 dias antes de utilizarse.

Cloropicrina. Se puede aplicar a razén de 200 ml/m3. El sustrato debe
r& cubrirse para evitar que se volatilice el quimico. Se dejars airear e} -
sustrato durante 10 dias ya que los vapores de cloropicrina son bastante -
téxicos para 1os tejidos vegetales.

Desinfestacibn con vapor de agua. De todos los métodos de desinfesta-
cién de sustratos el vapor de agua es sin lugar a dudas uno de los m§s efi-
' cientes y el que mayor nimero de ventajas ofrece, pudiéndose enumerar entre
otras las siguieates: Mo es t6xico, por lo que se anulan los riesges en su
aplicacién tanto para los animales como para las personas. No deja residuos
ep el sustrato. El sustrato puede ser empleado inmediatamente después de --

haberse aplicado el tratamiento.

Se recomienda observar las siguientes precauciones en la desinfesta-~-
cién de sustratos por medio de vapor de agua:

a) Cubrir el sustrato con una lona pars evitar que el vapar se esca--
pe.
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b) - Mantener en todos los puhtos del sustrato una temperatura de 83 %
_durante 30 minutos.

2) Lavado de los residuos de agar adheridos a las raices de las plantas -
obtenjdas "in vitro".

Una vez preparado y desinfestado el sustrato se pone en recipientes .-,
donde las plantas proseguirdn su desarrollo y adaptacién en invernadero.

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

a) Afadir 10 ml de agua al frasco para remojar y ablandar el agar del
medio de cultivo.

b) Despuds 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 rafces -
para evitar que se generen focos de incubacibn de gérmenes en es--
-tos puntos.

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

Ya que las plantas se han retirado del agar y sus rafces estdn perfec
tamente limpias, la transfereﬁcia al sustrato debe hacerse de la siguiente
manera: Practicar un orificio en el sustrato lo suficientemente grande para
evitar que se lesionen las ralces generadas "in witro". Una vez acomodadas
las rafces, proceder a compactar con suavidad el sustrato en torno a las ra
{ces para evitar que. se oxiden por el contacto con el aire. Evitar mantener
a las rafces expuestas al . aire por perfodos mayores a 5 min.

4) Riego y fertilizaci6n de las plantas transferidas a suelo. .
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Una vez transferidas 1as plantas al sustrato se deben realizar las si-
guientes operaciones: Preparar la cantidad requerida de la solucién nutriti
va con las sustancias A, B, C, D, E y F del medio de Murashigue y Skoeg cal
culando 50 m1/100 grs de sustrato {ver inciso IV.3).

Regar profusa y uniformemente el sustrato con la solucidn nutritiva. -
Esta operacién deberd realizarse durante las tres primeras semanas. El rie-
go deberd aplicarse cada vez que sea necesario para mantener himedo pero no
anegado el sustrato.

§) Generacién de un microambiente o microinvernadero.

Una vez realizadas las operaciones anteriores es necesario rodear a la
planta de un ambjente que propicie una alta humedad relativa y que evite la
deshidratacién de los tejidos. Para lograr esto se pueden [levar a cabo las
siguientes acciones: Proveer a cada maceta, vaso o recipiente con una "capu
cha" que evite la desecacidn. Esta capucha puede hacerse con una bolsa de -
pléstico transparente o con un vaso de pléstico translicido o transparente,
en los cuales se practicarén perforaciones para permitir el intercambio ga-
$0S0. :

En caso de contar con cdmara de nebulizacién se dardn aspersiones en
forma de neblina durante 30 segundos a # minuto cada 10 minutos durante 2 -
semanas, Este tipo de aspersiones favorecerd el desarrollo de las rq[bes.
afin en plantas que son transferidas sin previa formacién de rafces "in - -
vitro".

.

B) Adaptécién 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
irén retirando las capuchas paulatinamente, practicando perforaciones sobre
éstas o retirdndolas progresivamente hasta dejar los recipientes con las -
plantas corﬁpletamente descubiertas. R X

En caso de haber llevado a cabo la adaptaci6n en la cdmara de nebuliza
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cién los riegos intermitentes se irdn espaciando hasta realizar uno o dos -
cada hora durante 30 segundos,

"La concentracién de los riegos fertilizados también deberd disminuirse
a 1/2 y a 1/4, alterndndolos con riegos a base de agua. .

Las caracterfsticas de los riegos fertilizados en la etapa de adapta--
cién gradual a condiciones normales de cultivo se presentan en la Tabla 2.



Tabla 2. Riegos fertilizados para la fase de adaptacidén a suelo.

Primera semana de adaptacién.

Preparar los litros necesarios de sofucidn nutritiva con las solucio--
nes Stock A, B, C, D, E y F del medio de Murashigue y Skoog. Regar las
plantas con esta solucién.

Tercera semana de adaptacién.

Preparar los litros de soluci6n nutritiva necesarios con las solucio--
nes Stock A, B, C, B, E y F de Murashigue y Skodg a 1/2 de su concen--
tracif. Regar las plantas con esta solucién,

Cuarta semana de adaptacion.

Preparar los litros de solucién nutritiva necesarios.con las solucio--
nes Stock A, B, C, D, E y F de Murashigue y Skoog a 1/4 de su concen--
tracidn. Regar las plantas con esta solucién.
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Vill.5.

MANEJO DE LAS PLANTAS MICROPROPAGADAS YA ADAPTADAS A SUELO.

Cuando se ha logrado la completa adaptacifn de las plantas obtenidas -
"in vitro" a condiciones de suelo estas deben ser transferidas a macetas o
recipientes m&s grandes y recibir un manejo adecuado para que continuen con
su desarrollo.

Los cuidados que implica este manejo adecuado son:

a)

b)

c)

d)

e)

f)

g)

Los reciplentes deber&h tener las caracter{sticas de tamafto, forma
y resistencia que garanticen un buen y vigoroso desarrollo de ra-
fces.

El sustrato deberd contener aquellos componentes que aseguren un -
buen aporte de nutrimentos junto con una textura y estructura ade-
cuada. )

El sustrato serd pasteurizado para evitar posible ataque de pat6-
genos.

Las plantas se maﬁe]arﬂn de manera individual y llevando un estric
to control fitosanitario para prevenir la infestacién de todo el -
"Bloque Madre".

Deberé controlarse al miximo la calidad de masas de aire, dgua de
riego,-asepcia de personal y herramientas, aplicacién y dosifica--
cifn de plaguicidas y fertilizantes.

Se procederd a examinar semanalmente cada una de las plantas con -
el fin de detectar cualquier anomalfa de calidad o fitosanitaria.

Los recipientes con las plantas deberdn estar en alto y no entrar

en contacto con el terreno. Este, de preferencia, deber& estar cu-
bierto con una capa de concreto para evitar la difusién de patfge-
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ny

nos hacia las macetas.
Cuando las plantas obtenidas “in vitro” -sean destinadas a 1a pro--

duccibn de material certificado, se procederd a realizar una inde-
xacin del material para certificarlo.
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CAPITULO IX

" EWPLED DE LAS PLANTAS PRODUCIDAS POR MICROPROPAGACION -

IX.1. ALTERNATIVAS DE EMPLEO PARA LAS PLANTAS OBTENIDAS “IN VITRO®.

I%.2. ESQUEMAS DE MANEJO Y PRODUCCION DE PLANTAS CERTIFICADAS.



IX.1. ALTERNATIVAS DE EMPLEQ PARA LAS PLANTAS OBTENIDAS “IN VITRO"

Las opciones de empleo para las plantas obtenidas "in vitro" son varia

das, quedando comprendidas en dos categorfas que son:

A) Comercializaci6n de las plantas obtenidas "in vitro" una vez con--

cluida la fase de desarrollo en invernadero.

B} Incorporaci6n de las plantas micropropagadas a secuencias de pro--
duccién de plantas via otras técnicas de propagacién; por ejemplo:
acodado, injertacidn, estacado, deshijado, estolonizacién, etc.

La eleccién de una u otra opcibn dependerd de los siguientes factores:

1) Costo de producci6n de 1a planta obtenida "in vitro".

"2} Precio de venta de esa planta en el mercado.

3) Capacidad de produccién en el laboratorio.
4) Demanda o disponibilidad de mercado para las plantas.

5} Calidad fitosanitaria requerida en el mercado.

El costo de produccin de la planta obtenida "in vitro" depende de:

- La cantidad de plantas obtenidas por unidad de propgulo o de medio
de cultivo,

- ta cantidad de transferencias "in vitro".

- El tiempo requerido en'la produccién "in vitro" en la fase de adap-
tacién y desarrollo en invernadero.
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- El poﬁcentaje de plantas adaptadas a suelo.
- El porcentaje de sobrevivencia hasta la efapa de comercializaci6n.

Para algunas especies como la violeta africana, la 6loxinia, el Anthu-
rium y las orqufdeas, entre otras plantas que pueden alcanzar altos precios
de venta en el mercade y pueden ser replicadas en gran ndmero y en poco - -
tiempo, la adaptaci6n a suelo y el desarrollo en invernadera se convierten
en la antesala de su comercjalizacién. Sin embargo existen otras especies -
como el clavel, el crisantemo, la fresa, especies frutfcolas y hortfcolas -
para las cuales la fase de adaptacion y desarrollo en invarnadero sola im--
plican el cierre de un ciclo en una cadena de produccién compuesta de 2, 3
y hasta 4 ciclos mds antes de la comercializacién.

Por lo general en este Gltimo tipo de plantas se !levan a cabo el 29,
32 y 4% ciclo apoydndose en otras técnicas de propagacién asexual con el -
fin de masificar aun mis la produccién y reducir los costos de la misma, a-
provechando los altos niveles de calidad fitosanitaria que se alcanzan en -
las plantas producidas en el laboratorio.

Dentro de las alternativas mis generales de empleo para las plantas mi
cropropagadas existen: '

t. Plantas con una gran capacidad reproductiva "in vitro" y con' alto
precio de venta. Ejemplo: plantas ornamentales y/o ex6ticas.

a) Produccibn "in vitro".
p) Adaptacifn y desarrollo en invernadero.
c) Comercializacitn,

2. Plantas horticolas que se propagan por semillas.

a) Producci6n “in vitro“.
b) Adaptaci6n y desarrollo en invernadero.
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¢} Produccién de semillas en invernadero. ,

d) Cultivo y desarrollo de las semillas F, en condiciones contro-
ladas.

e) Produccién de semillas F2 en condiciones controladas.

f} Produccién de semilla certificada.

g} Comerclalizacién.

Plantas frutfcolas con alta capacidad reproductiva "in vitro" o -
con lato precio de venta.

a) Produccién "in vitro" de patrones clonales sanos y de "micro--
_ ptas” libres de enfermedades.

b} Microinjerto (injertacién "in vitro").

c) Adaptacién en invernadero.

d} Desarrollo en vivero.

e} Comercializacibn.

-6 bién

a') Produccifn "in vitro" de plantas patrones sanas.

b') Adaptacién en invernadero.

c') Injeriacibn con "pGas" venidas de una planta microinjertada if
bre de enfermedades. .

- d') Desarrollo en vivero bajo estrictas condicfones de certifica--

clén.
e') Comercializaci6n.

Plantas que se requieren en grandes cantidades, que tienen gue ser
renovadas después de cada cosecha y cuyo precio de venta no es al-
to. Ejemplo: fresa. clavel y crisantemo.

@) Produccién "in vitro" de plantas.

b) Adaptacién, desarrollo y multiplicacién asexual en {nvernade--
ro.
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c¢) Desarvollo y multiplicacién de la primera generacién asexval,
bajo cubierta y en condiciones controladas.

d) Desarrollo y multiplicacién de la segunda generacifn asexual,
bajo cubierta y en condiciones controladas.

e) Comercializacién de la tercera generacién asexual.

Plantas que son requeridas en grandes cantidades pero que van a
producir dyrante varios ciclos o cosechas. Ejemplo: cultivos de
plantacién como rosales y espdrrago.

a) Produccifn "in vitro" de plantas.

b) Reproducci6n "in vitro" por microesqueje o yemas, etc.
¢) Mdaptacibn y desarrollo en invernadero.

d) Comercializacién.

19



1X.2.. ESQUEMAS DE MANEJQ Y PRODUCCION DE PLANTAS CERTIFICADAS

En la actualidad, gracias a la micropropagacién y el cultivo "in vi-=-
tro" de meristemos, es posible producir material “"libre de patfgenos”, en -
el cual se ha erradicado al agente que ocasiona la enfermedad. En contraste
con el material que se venfa produciendo antes del desarrollo de esta técni
ca, el cual se certificaba como "libre de enfermedades”, lo que implicaba -
que en dicho material la infecci6n se mantenfa latente o sin manifestarse -
aunque el organismo Causante estuviera presente. :

Para evitar la diseminacién de patégenos se hace imperioso el estable-
ciniento de programas de certificacién que asesoren, supervisen y regiamen-
ten la produccién de materiales "libres de patégenos". Es bien sabido que u
na planta que lleva virus o cualquier otro patégeno en estado latente y que
5 se manifiesta en el lugar de origen, puede transmitirlo y hacerse paten-
te en otra regi6n e infestar incluso otras especies del nueve medio.

=3

Pafses como E.E.U.U., Italia, Israel, Inglaterra y Jap6n entre otros,
tienen en la actualidad programas bien establecidos de produccién y certiff
cacién, tanto de semillas como de materiales vegetativos, de los cuales se
dan a continuacidn algunos esquemas adaptados a las condiciones de nuestro
pafs.

Producci6n y certificacién de materiales vegetativos.

Para la produccidn y certificacién de materiales vegetativos se sugie-
ren los siguientes pasos:

1} Localizacién de una o varias plantas uniformes y genéticamente fie
jes al tipo, en buen estado de desarrollo y fructificacion y de -~
las cuales se tengan referencias de fdcil propagacién, (Hartman y

Kester, 1975).

'2) Aplicacién de tratamientos qufmicos o térmicos para aumentar la ga
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3)

4)

5)

6)

7)

8)

rantfa de obtener porciones libres de pat6genos, (Hartman y Kester
1975).

Micropropagaci6n de 1as porciones libres de patbgenocs para estable
cer el NGcleo Fundaci6n, el cual estard constituido exclusivamente
por plantas que no han rebasado la fase de produccién "in vitro®.

Desarrollo en invernadero de las plantas provenienies de! Nicleo -
fundaci6n y estabtecimiento del Bloque Fundaci6n, integrado por -
plantas que han sido sometidas a pruebas de indexacitn después de
haber sido propagadas “in vitro".

Multiplicacibn asexual por otras técnicas de propagacibmn diferen--
tes a la micropropagacion del Bloque Fundacién. Ejemplo: esqueje,
estolén, acodado etc. :

Desarrollo bajo cubierta plastica y ambjente controlade de la pro-
genie asexval venida del Bloque Fundacidn.

Esta progenie, en estas condiciones de cultivo establece l1a -
calidad "Registrada®.

Multiplicaci6n bajo cubierta y ambiente controlado de las plantas
calidad Registrada.

Desarrollo bajo cubierta plistica de la progenie asexual venida de

la calidad Registrada.
Esta nueva progenie establece la calidad "Certificada*.

En 1a anterior secuencia de produccif6n de materiales se debe estable--
cer al menos una prueba de indexacibn o de certificaci6n inmunolbgica de 1i
bertad de virus en la fase 4, que es donde se 1leva a <abo el desarrollo de
ia .calidad “Fundaci6n” en invernadero. . »

 El material “certificado” es el material comercial de plantacién y se
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le llama certificado porque ha sido producido bajo nbrmas minimas de sani--
dad vegetal y bajo la supervisi6n de una oficina legalmente autorizada. Por
1o tanto es muy importante en un programa de “certificaci6n de materiales”
el observar y respetar la procedencia y condiciones de cuitivo en cada fase
de la secuencia de producciébn.

Para la certificaci6n de materiales "libres de pat6genos" el flujo de -
los pasos del proceso deberd mantener un orden que garantice la "calidad fi
tosanitaria" que corresponde a cada paso.

A continvacibn se propone un esquema de flujo de materiales que asegu-
ra la generaci6n de la calidad correspondiente a cada paso y las normas m{-
nimas que tienen que observarse en cada uno de los pasos para satisfacer a-
decuadamente las necesidades de un programa de certificacién.
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ESQUEMA - DE- FLUJO DE MATERIALES Y PRODUCCION DE DIVERSAS

CALIDADES DE PLANTAS (Pasos del Programa de Certlflcacion de

materiales vegetatlvos)

Seleccidn de las plantas donadoras

‘Tratamientos de las plantas donadoras previos a la micropropaga
cibn. J

Cultlvo de meristemos

4

NGC1e0 FUNJACION wwrmelp BloquUE FUNDACION dpummemmmmm  [ndexacitn

Obtencitn de Tratamiento de Calida l"Reglstrada"

- Brotes ¢ des{nfestacibn

Calidad “"Certifjcada"

Comercializacifn.



Normas Hlnlmas de Cultivo para Cada Uno de los Pasos que Componen un -
Programa de Producci6n de Material Vegetativo Certificado.

El nGcleo fundacibn estaré constituido por los meristemos cultivados -
"in vitro" provenientes de las plantas seleccionadas por sus caracterfsti--
cas genéticas para establecer el clon libre de patSgenos.

Las plantas que se genefen en el laboratorfo pasarin a formar parte -
del blogue fundacién el cual serd manejado en un invernadero, estar§ consti
tuido ‘por un némero muy pequefio de plantas. Estas, deberén ser mantenidas -
de manera individual para que puedan ser eliminadas rdpidamente aquellas - .
que presenten sintomas de enfermedad o una mutaci6n no deseada. Todo el e--
quipo y herramientas empleados en el manejg del bloque fundacién deberin -
ser ester{lizados y las operaciones serdn realizadas por el personal minimo

- indispensable y altamente calificado.

£]l bloque fundaci6n serd el Onico paso bajo condiciones normales de -
produccién que tendrd un reflujo directo hacia el nGcleo fundacibn, y tam--
bién seré en este material en el que se practiquen pruebas de indexacién o
pruebas inmunolégicas de deteccién de virus. C

El bloque fundaci6n serd inducido a producir esquejes, estolones o ra-
mas para estacas a través de podas, riegos y fertilizaciones, las cuales se
rdn enraizadas y llevadas a la siguiente fase de cultivo.

Fase de Cultivo bajo Cubierts o TGneles Pi&sticos. Produccifn del Mate
rial con Calidad Registrada.

En esta etaps el material producido asexualmente del blogue fundacién
serd llevado a cultivo en condiciones de aislamiento bajo cubiertas o thne-
les plésticos donde se le induciré a crecer y a producir a su vez una proge

nie asexual abundante y vigorosa.

El suelo deberd ser previamente esterilizado con agentes drdsticos co-
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mo el bromuro de metilo, la cloropicrina y el vapam ya sean sclos o en com-
binaci6n de dos.

En caso de no fumigarse el suelo, el cultivo se realizard en bancales
cavados en el terrena, en los cuales el fondo ser§ recubierto por varies -
centfmetros de grava, sobre la que se pondrd sustrato pasteurizado, también
es necesario establecer programas eficientes de control de plagas y enferme
dades. De este paso en adelante es importante el establecer la zona de plaﬂ'
tero lejos de las zonas de cultivo para evitar la difusida de patbégenos. -
Los riegos y los programas de fertilizacidn deberdn ser adecuados a la va--
riedad y la especie; asf como, al vigor y sanidad que se requiere en esta -
calidad. '

Las plantas desarrolladas en esta fase producirdn progenies asexuales
las cuales pasardn a constituir la calidad "Certificada” la cual serd vendi
da como material propagativo a los productores. Esta progenie asexual puede
venderse enraizada o no pero deberd presentar las siguientes caracterfsti--
cas:

- Uniformidad en talla.

-~ Uniformidad en vigor.

~ Portar las caracterfsticas genSticas “tipo".

- Alta calidad fitosanitaria, avalada por la oficina correspondiente.

- Etiquetamiento y empaque adecuados.

- Deberd llegar a los productores en la época adecuada.
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CAPITULO X

SUSTITUCION DE EQUIPO Y MATERIALES

X.1.  EL AUTOCLAVE.

X.2. EL DESTILADGR DE AGUA.

%.3. EL PASTEURIZADOR DE TIERRA.
X.8.- LA CAMPANA DE FLUJO LAMINAR.
X.5. EL MICROSCOPIO DE DISECCION.
X.6. EL POTENCIOMETRO.

X.7.  INSTRUMENTAL DE DISECCION.
X.8. MATERIAL DE CRISTALERIA,
%.9. LA CAMARA DE INCUBACION.

ALGUNAS $UBSTITUCIONES PARA LA FASE DE ADAPTACION
A SUELO. '
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En el establecimiento de un laboratorio de micropropagacifn surgen con
frecuencia problemas relacionados coﬁ 1a adquisici6n de equipos y materia--
les debido a el alto costo de adquisicibn de equipos y materiales, asf como
también, a que alqunos equipos y materiales son de importacién; lo cual {m-
plica una demora extra en el montaje u operaci6n del laboratorio, debido a
que tienen que ser adquiridos bajo pedido.

Para que esto no se convierta en un problema insalvable, a continua---
cién se dan una serie de sugerencias sobre adaptacifn y elaboracitn de equi
po y materiales que han dado buenos resultados y que observando un minimg -
de precauciones en su manejo pueden resultar tan eficientes como los de pa-
tente.

X.1. EL AUTOCLAVE

Por 1o general las autoclaves generan el vapor por medio de resisten--
cias eléctricas, estin 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 micropropagacibn al igual que en el de microbiolo
gfa, 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 manémetro en el cual se registra la presidn interna que se
estd generando. ’

En las ollas tipo doméstico el mandmetro estd sustituido por una vilvu
1a de escape a la cual se le sobrepone un tapin una vez que el aire de la o
1la ha sido purgado.

Ya sea que se cuente con uno u otro tipo de olla express las precaucio

nes que se deben observar en su empleo cuando sustituyen a el autoclave - -
son; )
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a) Verificar que los erpaques sellen perfectamente.

b) Poner agua hasta la mitad de la altura de los frascos de la cama =
inferior. ’

¢) Esperar a que el {ndicador de presién marque 1 Kg/cmz, o biena -
. que el tap6n de la vdlvula de purga empiece a bailar para iniciar
el conteo del tiempo de esterilizacién.

d) La presi6n interna de la olla serd regulada por medio de la inten-
sidad de la flama; una vez alcanzada la presxdn adecuada bajar la
flama para mantenerla estable.

e) Concluido el tiempo de esterilizacién dejar enfriar la olla lenta-
mente.

f) De preferencia no abrir 13 olla hasta el momento de realizar la -~
siembra y haste 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 gque estdn constituidas.
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Figura 13.

TIPOS DE OLLA EXPRESS.

1.- 0lla express uso industrial.
2.~ Olla express uso casero.
3.- Y&lvula de seguridad.

4.- Vélvula de purga.

5.- Manémetro.
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X.2. EL DESTILADOR DE AGUA

Dependiendo de la capacidad de destilacién, los destiladores generan -
vapor a base de resistencias eléctricas o por medio de combustibles como el
petréleo o el combustoleo. El vapor es generado en una cdmara de ebullici6n
" que estd comunicada a un condensador que es enfriado por agua corriente y -
en donde el vapor es llevado al estado 1iquido.

En el laboratorio de micropropagaci6n vegetal se puede destilar .agua a
pravechando la olla express como generador de vapor y un serpentin condensa
dor, acoplades de.la manera como lo muestra 1a figura 14.

Este sistema de destilaci6n presenta dos inconvenientes:

1.- Alto gasto de energfa (gas o corriente eléctrica).

2.- Alto gasto de agua empleada para enfriamiento.

Para solucionar el primer inconveniente es necesario seleccionar aquel
tipo de energfa que sea mis barato, y para reducir el consumo de agua em---
pleada para enfriamiento se necesita reciclar el agua empleando un mecanis-

mo simjlar al mostrado en la figura 15,

En las flguras 14 y 15 se dan dos alternativas para destiiar agua con
una capacidad mixima de 2.1 litros/hora. ‘
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Figura 14. DESTILADOR DE AGUA.

1.-
2.
3.-
4.-

5.7

6.~
7.~

Entrada de agua para enfriamiento.

Salida de agua de enfriamiento.

Salida de agua destilada.

0lla express funcionando como generador de
vapor. :

Fuente de calor.

Garraf6n colector de agua destilada.
Condensador de vapor.
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Figura 15. OESTILADOR CON SISTEMA RECICLADOR BE AGUA
PARA ENFRIAMIENTO. :

1.- Entrada de agua para enfriamiento.

2.- Salida de agua de enfriamiento.

3.~ Salida de agua destilada.

4.- Olla express funcionando como generador de
vapor.

5.- Garraf6n colector de agua destilada.

6.- Condensador ca vapor.

7.~ Bomba’.
8.- Recipiente colector de agua para enfriamien-
to.
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X.3. EL PASTEURIZADOR DE TIERRA

Este aparato ests constituido por un generador de vapor y conductos pa
ra llevar el vapor generado a los bancales de desinfestacibn.

En la actualidad una unidad pasteurizadora por pequefia que sea cuesta
varios millones de pesos, lo cual pudiera ser un impedimento en el estable-
cimiento de las plantas mlcroprnpagadas en (nvernadero.

A continuacifn se ofrecen dos sugerencias para la elaboracifn de susti
tutos de los pasteurizadores de patente., la.eleccién de una u otra alterna-
tiva dependerd del volumen de tierra que se necesita desinfestar y a la dis
ponibilidad de recursos.

£l pr'lmer sustituto estd construido a base de un tambo de 200 1 y la -
forma de adaptarlo para este fin se muestra en las figuras 16 y 17.

£l segundo sustituto emplea una olla express como generador de vapor,
presentando como desventaja con respecto al anterior, de tener una capaci--
dad menor. La instalacién de este sistema se muestra en las figuras 18 y -
19.

Para ambos sustitutos las precauciones que deben observarse en su em--
plec son: ' o

a) El sustrato se pasteurizard a 82 % durante 30 minutos.

'b) El tiempo de pasteurizaci6n deberd ser tomado a partir del momento
en que son alcanzados los 82 °C en todos los puntos del sustrato.

» ¢) En caso de elevarse la temperatura mds de los 82 9 existe el ries

go de formacion de 6xidos de magnesio, los cuales resultan altamen
te toxicos para las plantas.
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d)

e)

f)

Una vez concluido el tiempo de pasteurizacibn se dejars enfriar el
sustrato antes de transferir las plantas a &, para evitar lesio--
nes en las raicillas.

En caso de emplear el sustituto de la olla express aseglrese de cu
brir bien el sustrato para evitar que el vapor se pierda rdpidamen
te, para lo cual se recomienda e] empleo de una lona ahulada, la -
cual se ajustard por medio de un amarre a la superficie exterior -
de|l recipiente, como lo muestra la figura 19.

Si 'se emplea el sistema del tambo, asegurarse de que existan esca-
pes de vapor para impedir se eleve demasiado la presi6n interior -

_ del bote, lo cual podrfa ocastonar una explosién, Para evitar este’

riesgo se cubre el recipiente empleando un pléstico o una lona.
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Figura

16.

PASTEURIZADOR DE TIERRAS.
Sistema de vaporera.

f.- Tambo de 200 1.

2.- Base metdlica.

3.- Fuente de calor.

4.- Nivel y alimentador de agua.

5.~ Tapadera o lona ahulada para
- evitar que escape el vapor.



Figura. 17. VISTA INTERIOR DE LA VAPORERA.

4.-
5.-
6.-
7.-

Tambo de aceite.

Costal de yute con tierra.
Base soporte para el costal.
Vista de la base soporte del
costal. ‘
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Figura 18. PASTEURIZADOR DE TIERRAS.
Sistema con generader de vzsor.
1.- 0lla express adaptadz zomo generador
de vapor.

2.- Conducto de vapor. .
'3.- Recipiente para tierrs ¢ sustratos.
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), / /

Figura 19. DISPOSICION DEL RECIPIENTE PARA TIERRAS.

2.- Conducto de vapor,

3.- Recipiente para tierra o sustratos. |

4.- Tierra o sustratos.

§.- Lona o plastico para cubrir el sus-
trato. )

6.- Termémetro de 0 a 110 °C,

7.~ Amarre de la lona.
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%.4. LA CAMPANA DE FLUJO LAMINAR

Este es sin lugar a dudas uno de los aparatos requeridos en el labora-
rorfo de micropropagacién mds costoso’y también mis Gtil ya que por medio -
de &1 se consiguen condiciones de esterilidad "completa® en el &rea de mani
pulacién aséptica. .

La campana de flujo laminar puede ser sustituida con una campana cons-
sruida con madera y vidrio, que aunque no brinda las mismas comodidades en
la manipulaci6n, si puede reducir hasta un 5% el rango de contamipacién. - -
2l diseflo dado a continuacidn (Figura 20) est§ pensado para dar acomedo a 2
zersonas, al material y equipo nacesario en las operaciones asépticas,

Las precauciones que se deben observar en el empleo de este sustituto
son: '

a) Realiza'r un buen esterilizado de las superficies internas de la -
campana, empleando soluciones de benzal, cloralex o alcohol.

b} Prender los mecheros il menos 10 minutos antes de iniciar la mani-
pulacién.

¢) Esterilizar el equipo, instrqrnental y materiales que van a ser-in-
troducidos en la campana. :

d) Destapar, sembrar y/c transferir debajo del &rea estéril generada
por la fiama de los mecheros. ’

e) Evitar al faximo corrientes de aire.

f) Lavary desinfectar las manos y los brazos antes y durante el cur-
so de 1a manipulacién. -
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Figure 20. CAMPANA DE MADERA Y VIDRIO CON CAPSZIDAD PARA DOS
_ PERSONAS.

“1.- Aberturas para introducir los crazos y manipular dentro
de la campana.
2.- Abertura para los oculares del micr'gscopio d= diseccién.
3.- Costados, de madera. .
- 4.~ Caras con vidrio para facilitar la observacisn de ia ma-
nibulacién en el interior de lz campana. ‘
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{.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 sujetard a una base {Ver la figu-
ra 21). La eficacia de esta sustituci6n dependerd del conocimiento previo -
que se tenga del tejido a disectar en cuanto a sus caracterfsticas anatémi-
cas.

En la disecci6n de anteras, embriones y ovarios la lupa es una herra--
mienta vers&til y &gil. En el caso de la obtencibn de meristemos es proba--
ble que este sustituto resulte insuficiente, al menos en los primeros inten
tos de aislar estos tejidos. N

X.6. EL POTENCIOMETRO

En los casos en que no se cuenta con un potencibmetro para determinar
y calibrar el pH de las soluciones se recomienda emplear el papel tornasol.

En la calibraci6n del pH en los medios de cultivo para micropropaga---
ci6n recomendamos emplear el papel Merk, acilit pH 0-6 (Figura 22) teniendo
las siguientes precauciones:

a} Hacer las lecturas cuando el papel estd hamedo.

b} Afadir le solucifn tituladora (HC1 o MaOH 0.1N) despacio y agitan-
do constantemente el medio. '

¢) Realizar la titulacién a temperatura ambiente {20-25 °C).
X.7. INSTRUMENTAL DE DISECCION
Los {nstrumentos de diseccibn pueden ser sustituidos por elementos me-

nos costosos. £l bisturf puede ser remplazado con mucho éxito por un mange
de madera o unas pinzas de diseccién de punta larga a las que se sujeta fir
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memente un fragmento de hoja de afeitar de acero inoxidable cortado en for-
ma de trifngulo (Fig. 23).

Las agujas de diseccifn son eficientemente sustituldas por mangos de -
madera {por ejemplo, palitos de paleta) a los que se insertan firmemente a-
gujas rectas de costura {Fig. 23).

%.8, MATERIAL DE CRISTALERIA
Para realizar los cultivos en micropropagacién 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 élevado cos
to del material de cristaleria pyrex éste puede ser remplazado por frascos
- gerber de desecho (Fig. 24).

Para el empleo de estos frascos se recomianda se observen ias siguien-
tes precauciones: !

a) Lavar y enjuagar perfectamente los frascos.

b) Esterilizarlos durante 20 minutos en autoclave antes de emplear---
los.

¢} Si para su uso se tapan los frascos con papet aluminio, descartar
aquellos gue tengan despostiliaduras 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 aumento 10X.

2.~ 'Extensi6n flexible.

3.- Base pesada para brindar mayor
estabilidad.

Figura 22. PAPEL INDICADOR DE pH RANGO 0-6.

1.- Tira de pléstico con papel tornasol en
el extremo.
2.- Extremo con papel tornasol de 3 colores |
" diferentes.
. 3.- Escala indicadora del viraje de color
" para diferentes pH.
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Figura 23. [INSTRUMENTAL DE DISECCION.

1.- Bistur! construido con un mange de madera y
un fragmento de nojé de afeitar cortado en
triangulo.

2.- Aguja de diseccién elaborada con un mango de

" madera y una aguja de costura.

, Figura 24. El FRASCO GERBER DE BOCA ANCHA ofrace miltiples -
ventajas cuando es empleado en micropropagacién,
pudiéndose mencionar entre otras las siguientes;
Soporta muy bien la presién y temperatura de es-

.terilizaci6n en autoclave.

Debido a su boca ancha facilita la manipula-
ci6n de los tejidos y plantas dentro de-&l.

Su costo de adgquisicidn es relativamente ba-

jo.
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X.9, LA CAMARA DE INCUBACION
Aunque este inciso no Se refiere exactamente a una sustitucién a conti
nuacién daremos una serie de elementos que constituyen la c&mara de incuba-

cién y que pueden ser manufacturados por uno mismo,

El bastidor de ]dmparas. -

Este es un marco construido de preferencia en madera y sobre el cual -
se dispondrén & l&mparas de luz blanca fria de 40 watts cada una, de tipo -
Slim line o Agrolux.

£l marco deberd tener 1.20 m de alto por 1.00 m de ancho y estard cons
truido con tablas de 0.12 m de ancho por 2.5 cm de espesor (Fig. 26}.

Una vez armado el bastidor, debe ser colocado a 1.00 m de distancia -
con respecto a la superflcle que va a iluminar dando una intensidad aproxi-
mada de 1000 lux al centro. Cuando se emplee este tipo de fuente luminosa -
1a iluminaci6n serd proporclonada a los cultivos de manera lateral, lo cual
implicar que los frascos dispuestos en filas posteriores a la primera ir&n
reciblendo menor cantidad de luz, por lo que habré que colocar los frascos

) sobrepuestos para aprovechar al méximo la luz, o bien, en las filas poste=-
riores se acomodardn aquelios cultivos que requieran de menor iluminacidn.

En la prictica ha resultado ser un sistema de iluminacién bastante sa-
tisfactorio para la micropropagacién de fresa, clavel, crisantemo, violeta
africana, rosal y chabacano.

Anaqueles. .
Los anaqueles que se emplean en micropropagacién pueden ser de madera,
metal o vidrio. La eleccifn de uno u otro anaquel dependerd del presupuesto

disponible, £n la mayorfa de los laboratorios se utilfzan 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 construccign de la es-
tanteria para micropropagacidn son fos sigujentes,

1.-

2,-

El largo del estante debe ser un mGltiplo de la longitud de las -
18mparas de luz blanca frfa disponibles en el mercado; sobre todo
sl se piensa {luminar los cultivos desde arriba, es decir, si la
iluminacitn va a ser vertical e individualizada para cada estafie
como en la figura 25,

Es recomendable que el anaquel tenga una altura total que permita
un acceso f&cil -y r4pido a cada uno de los entrepafios.

En la figura 25 se presenta un esquema de un anaquel con 4 -
entrepafios.

Los estantes deberdn estar pintados con esmalte blanco para que -

permitan la reflexisn de la luz y para que se puedan lavar y de--

sinfectar con facilidad.

E] ancho del anaquel dependers de los siguientes factores:

a) La iluminacién que se quiera dar a cada entrepafio, lo cual de
terminard la cantidad de lamparas que se tendrdn que disponer

en la parte a)ta de cada entrepano.

b) El tipo de frascos que se empleen en micropropagacién y los -
volGmenes de produccitn que se estén generando.

¢) El espacio del que se disponga en el &rea de incubacibn.
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Figura 25, ESTANTE construido en madera, constitufdo de
cuatro entrepafios 'y con iluminaci6n vertical
proporcionada por las ldmparas (L) de luz -
blanca fria. ’
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" Figura 26. BASTIDOR de madera con seis lamparas de
40 watts de luz blanca frifa, que propor
cionan la intensidad necesaria para las
fases de adaptacién y multipticacién -
"in vitro".
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X.10. ALGUNAS SUSTITUCIONES PARA LA FASE DE ADAPTACION A SUELO

En’el capftulo VII] se discutié cémo la transferencia y adaptacién al
suelos lvmplica una serie de riesgos que las plantas micropropagadas tienen -
que librar antes de llegar a la culminaci6n de su desarrollo en inverhade~-
ro, por lo ténto a continuacidn se presentan una serfe de ideas para la ela
boracibn de elementos que nos han sido de gran ayuda en esta fase de la se-
cuencia de propagacién. ’

En’ primer término se sugerird la manera de generar un microambiente -
propicio para las plantas en 1a fase de adaptaci6n a suelo. Este se puede -

lograr por medio de las siguientes opciones.

1} Maceta cublerta con una capucha de pldstico.

Esta alternativa se logra poniendo 4 palitos en posicién vertical y e-
quidistante, clavados en el sustrato a manera de postes. Sobre estos se va
a colocar una bolsa de pldstico transparente y del didmetro adecuado para -
- que pueda cubrir la pared externa en la boca de la maceta. Eg'ta debe ser de
preferencia de pléstico para que se pueda sujetar con una cinta de papel a-
dhesivo a la maceta (Fig. 27).

Las precauciones que se deben tener en cuenta son:

a} No permitir que la bolsa de pldstico entre en contacto con la plan

ta, ya que esto ocasiona una ré&pida pudricisn de los tejidos.
. . ]

b} Recordar practicar orificios o §reas de intercambio gaseoso en la
bolsa pléstica para prevenir al miximo el ataque de hongos. La can
tidad de perforaciones deber§ aumentarse conforme la adaptacién de
la planta avance, hasta llegar a retirar por completo la cubierta
pléstica.

c) Mantener a las plantas en sus macetas, cubiertas con plistico, en
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&reas donde la incldencia de luz sea del 30% a 403 con respecto a
la luz del sol. Gradualmente las plantas deberdn irse adaptando a
las condiciones normales de iluminacién.

d)  Procurar mantener fresca el drea donde se localizan las plantas. -
Esto se puede lograr mojando piso y paredes en las horas del dfa -

en que sea mds alta la temperatura.

2) Vasos desechables adaptados como microinvernaderos.-

Los vasos desechables también pueden ser muy Gtiles en el manejo de -
plantas en la fase de adaptacion a suelo. Esto se logra poniendo un vaso so
‘ bre otro, unidos por las bocas y procurando que el vaso superior sea de'ma-
terial translacido. Los vasos asf 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 pidsticas.

3) Construccién de una cimara de nebul izacién.

En 1a regulacién del microambiente de las plantas en la fase de adapta
_cibn, se puede generar una atmdsfera saturada de humedad por medio de un e-
quipo nebulizador, el cual puede ser construfdo por uno mismo con pocos ma-
teriales.

Las ventajas de este sistema son:
1.- Mantiene una diferencia térmica entre la parte aérea y radicular
de las plantas, lo que estimula un enraizamiento mds rapido y a--

bundante.

2.- El riego puede ser suministrado con fertilizantes lo que acelera
el desarrollo de las plantas.
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é.- Las plagas pueden ser controladas afladiendo piaguicidas al agua -~
de riego.

4.- Se puede recuperar y reciclar el agua de riego.

En las figuras 29 y 30 se presenta un modelo sencillo de cdmara de ne-
bulizacifn que puede construirse Ticilmente.
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Figura 27.

MACETA CON CAPUCHA PLASTICA para generar up micro-
ambiente favorable en la fase de adaptacién a suelo.

1.- Maceta.

2.- Bolsa de pléstico. . .

3.- Palitos de madera para mantener extendida 1a
capucha plistica.

4.- Orificios para intercambio gaseoso.

Y
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Figura 28. VASOS DESECHABLES ADAPTADOS COMO MICROINVERNA-
DEROS,

1.- Vasos desechables opacos.

2.~ Vasos desechables transparentes o transid
cidos.

3.- Orificios para intercambio gaseoso.
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Figura 29. BANCAL DE INVERNADERO ADAPTADD COMO CAMARA NEBULIZADORA.

1.-
2.-

Bancal de concreto,

Tubo PYC de 3/4" con boquillas aspersoras tipo
"microyet".

Bomba de 1/2 HP,

Tinaco o recipiente colector de agua.

Linea colectora de agua que va del drenaje del
bancal al tinaco colector. '
Estructuras para soportar la linea aspersora y
el plistico con que se cubre la cdmara nebuli-
zadora.

Coladera de desagiie de] granaje protegida con
una malla fina para evitar el escape de partlc!
las de sustrato.

Reloj de perfodo para encendido intermitente de
{a bomba de impulsién 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 adaptacién de las plantas en el invernadero.

.-

Bancal de concreto adaptado coino cdmara
nebul jzadora.

Tuberfa de PVC con boguillas aspersoras.
Ampliacién de una boquilla aspersora ti-
po "mjcroyet”,

Oorificto de salida del agua propuiseda -
por la bomba.

Punto de generacién de la sombrilla de -
neblina.
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XI.5.

CAPITULO XI

MICROPROPAGACION DE ESPECIES SELECTAS

MICROPROPAGACION DE

MICROPROPAGACION DE
MICROPROPAGACION DE
MICROPROPAGACION DE
MICRO#ROPAGACION DE
MICROPROPAGACION DE
MICROPROPAGACION DE

MICROPROPAGACION DE

VIOLETA AFRICANA.
TABACO.

ROSA.

DURAZNO Y CHASACANO.
ZANAHORIA.

CLAVEL.

CRISANTEMO.

FRESA.



En este capftulo se expone a maners de restmen las experiencias adqui-
ridas durante 10 aflos de prictica y ensefianza de la micropropagaci6n de al-
gunas especies vegetales, haciendo referencia a las recomandaciones y "rece
tas dadas enlos capftulos precedentes.

As{ mjsmo, este Oltimo capitulo estd planeado dé tal manerz que si se
van realizando las précticas en el orden propuesto, irén llevando 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-
nién de varios micropropagadores, es el que mayor habilidad y experiencia -
requiere.
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X1.1. MICROPROPAGACION DE VIOLETA AFRICANA

Explante: Fragmentos de hoja de 1 a 2 cmz; 12 manera de obtener este tipo
de explante se explica e ilustra en el inciso V.6 figura 6.

Esterilizacién de los explantes: Para proceder a la esterilizacién de este
tipo de explantes emplear el método K%1 mencionado en el inciso V.5.

Al igual que para los pecfolos de hoja de violeta africana, primero es
terilizar la superficie de las hojas y posteriormente disectar los fragmen-
tosde 16 2 cmz.

Etapas del proceso: Para la micropropagacifn de esta planta por medio de -
explantes de hoja se requieren 2 etapas de cultivo "in vitro“:

1) Etapa de multiplicaci6n.
2) Etapa de enraizamiento.

La etapa de muitiplicacion comprende de la primera a la décima semana,
la etapa de enraizamiento va de la décima a la décimocuarta semana. lLa eta-
pa de adaptacién y desarrollo en e] suelo abarca de 1a décimocuarta semana
a la vigésimo quinta o vigésimo octava semana. -

Medios empleados en cada etapa: En'la fase de multiplicaci6n el medio em--
pleado es el de Murashigue y Skoog al cual se le adiciopan 0.1 mg/l de &ci-
do naftalenacético, 5.0 mg/1 de 6-Bencil adenina, 30,000 mg/l de sacarosa y
2,000 mg/1 de agar-agar.

En la fase de enraizamiento se emplea el medio Murashigue y Skoog al -
cual se le agregan 170 mg/1 de NatL,Po,, 20,000 mg/} de sacarosa y 8,000 -
mg/l de agar-agar.

En la fase de adaptacisn y desarrollo en suelo se recomienda el espleo
de las mezclas N%4 y N°6. enlistadas en la seccibn' VIII1.4.
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condiciones de "incubaci6n" para cads una de las etapas: Tanto para la fa-
se de multiplicacion como la de enraizamiento "in vitro" la intensidad lumi
nosa debe ser de 2500 & 3000 lux, el fotoperiodo de 12 hrs luz y la tempera
tura de 23 a 25°C.

_En la fase de adaptacibn y desarrollo en suelo es importante mantener
a las plantas en microambientes como los descritos en la seccibn X.10 figu-
ras 27 y 28.



X1.1'. MICROPROPAGACION DE YIOLETA AFRICANA

Explante: Fragmentos de pecfolo de 2 mw de espesor. La manera de obtener—
los se ilustra en la figura 5 seccién V.6.

Desinfeccifn de los explantes: Pa'ra 1a esterilizacibn de este tipo de ex--
plante emplear el método NO1 seccibn V.5. Realizar primero la esteriliza—-
cion de los pecfolos y después disectar los explantes.

Etapas del proceso: En la micropropagacifn de violetas africanas a partir
de fragmentos de pecfolo Son necesarias dos etapas "in vitro®.

1} Etapa de multiplicacibn.
2) Etapa de enraizamiento.

La etapa de multiplicacibn ‘comprende de la primera a 1a octava semana.
La etapa de enraizamiento abarca de la octava a la décimosexta -semana. La e
tapa de adaptaci6n y desarrollo en el suelo vé 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 multiplicacibn como en la de enraizamiento es el de - - -
Murashigue y Skoog al cual se le adicionan &cido naftalenacético 0.1 mg/1,-
6-Bencil adenina 5.0 mg/1, sacarosa 30,000 mg/] y agar-agar 8,000 mg/l. El
pH se ajusta a 5.6.

Para la etapa de adaptacién y desarrollo en el suelo se recomienda el
empleo de las mezclas N y 6 enlistadas en la seccin VIII.4.

Condiciones de “incubacién® para cada una de las etapas: Para la etapa de
multiplicacibn es requerida una intensidad luminosa de 1000 lux, una tempe-
ratura de 25 O y un fotopericdo de iluminaci6n/ascuridad de 16/8 h.

En 1a etapa de enraizasiento la intensidad luminosa debe reducirse a -
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800 lux para inducir la etiolacién de las plantas y acelerar el enraizamien
to; el fotoperiodo, deberd ser 12 h luz y 12 h de obscuridad y la temperatu
ra de 25°.

La etapa de adaptacién a suelo puede ser realizada con adaptaciones pa
ra la generacién de microambientes como las mencionadas en !a seccién X.10
figuras 27 y 28.
Observaciones: Este sistema de micropropagacién puede ser complementario -
al de expldnte de hoja, dando como resultado un aprovechamiento mas inte---
gral de las hojas de Violeta Africana en un programa masivo de multiplica--
cion,
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© X1.2. MICROPROPAGACIGN OE TABACO

Explante: Porciones de tallo de 3 a 5 mm de espesor, procedentes de plan--
' tas recién germinadas y de 25 cm de altura o bién, de plantas adultas. La -
manera de obtener los explantes de tallo se explica en la seccibn V.6 y se

ilustra en la figura 6.

Desinfeccibn de la superfl‘cle. de los explantes: Para la esterilizacifn de
este tipo de explantes se recomienda el método #%2 mencionado en lé seccién
V.5. La diseccifn de los explantes se realiza una vez esterilizadas la su--
perficie de las porciones donadoras.

Etapas de! proceso: La micropropagacién del tabaco involucra 3 etapas "in
vitro" mas la fase de adaptacién a suelo,

Las etapas “In vitro" sen:
1} Etapa de callogénesis..

2) Etapa de embriogénesis.
3) Etapa de diferenciacidn y enraizamiento.

Medios empleados para cada una de las etapas: En la etapa de callogénesis
se emplea el medio de Murashigue y Skoog al cual se le adiaden 1.0 mg/1 de 4
cido 2,4-diclorofenoxiacético, 0.03 mg/l de cinetina, 30,000 mg/1 de sacaro
sa y 8,000 mg/1 de agar-agar. E) pH se ajusta a 5.6.

En la etapa de embriogénesis el medio utilizado es el de Murashigue y
Skoog al cual se le adicionan { mg/l de §cido indol-3-acético, 3 mg/i de ci
netina, 30,000 mg/] de sacarosa y 8,000 mg de agar-agar. E! pH se ajusta a
5.6.

£l enrgiza}nlento "{n vitro" se lleva a cabo en el medio de Murashigue
y Skoog al cual se le agregan 20,000 mg/} de sacarosa, 8,000 mg de agar y -
el pH se ajusta a 5.6.



"El proceso de adaptacidn 2 Suelo se puede realizar sobre la mezcla [
mencionada en la seccibn VIIL.4. '

Condiciones de "incubacitn® par'a cada una de las etapas: Para la fase de -
callogénesis se requiere de una iluminacién de 1000 lux. un fotoperlodo de
12 b luz y una temperatura de’ 24 .

Las etapas de embriogénesis y enra_izarniento se realfzan bajo las si---
guientes condiciones.

1luminacibn de 8,000 lux, fotoperiodo de 16 h luz y 24 O de temperaty
ra. '

La adaptaci6n a suelo se puede realizar empleando cualquiera de los mé
todos explicados en 1a seccifn X.10 figuras 27 y 28.
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X1.3. MICROPROPAGACION DE ROSA

Explante: Yema axilar con porcién de tallo de aproximadamente 1 cm de Ion-
gitud. La forma de obtener el explante se explica en la seccién ¥.6 y se i~
lustra en la figura 1.

Desinfecclén de los explantes: La desinfestacitn de los explantes deberd -
hacerse con el método K°2 mencionado en la seccibn V.5.

. L
Las porciones donadoras se cortarfn a la mitad de los entrenudos para
obtener porcicnes de tallo de 5-6 cm de largo, debiéndose encontrar una ye- -
ma axilar a 1a mitad de cada segmento (esterilizar estas porciones).

Etapas del proceso de micropropagacibn: La micropropagacién de rosa por L3
dio de este tipo de explante comprende 2 etapas “in vitro" a saber:

1) Etapa de proliferacidn.
2) Etapa de enrajzamiento.

En la etapa de proliferacibn se induce a la yema a generar de 4 a 6 -
brotes y a la secci6n anexa de tallo a formar callosidad, de Ia cual poste-
riormente se generardn las rafces.

Esta etapa abarca de 1a primera a la sexta semana.

La etapa de enraizamiento se lleva a cabo de la sexta a la décimaprime
ra semana. En esta fase se {nduce la formaci6n de rafces a partir del callo
generado en la fase de multiplicaci6n.

Medio de cultivo empleado en cada fase: Para la fase de multiplicacifn el
medio de cultivo utiljzado es el de Murashigue y Skoog complementado con -
los siguientes compuestos: 6-bencil aminopurina 2.0 mg/l, dcido naftalenacé
tico 0.1 mg/l.

En la etapa de enraizamjento los brotes producen rafces répidamente al
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ser transplantados al medio de Murashigue y Skoog a 1/4 de su concentracidn
y sin afadirse ninguna hormona. ’ .

Los brotes enraizados “in vitro" son transferidos a la mezcla N4 66
mencionada en la seccidn VI1I.4 para proseguir con su desarrollo en inverna
dero.

Condiclones de “incubacién® para cada una de las etapas: Para las fases de
~ nultiplicacibn y enraizamiento “in vitro" son necesarias las siguientes con
diciones: Z0.0QO lux de intensidad luminosa, 22 a 25 % y un fotoperiodo de
16 h 142/8 h obscuridad. .

En la etapa de adaptacibn a suelo se recomienda el emp‘leo del.sistema :
de macetas con capucha pldstica (seccibn X.10 figura 27).
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XI.3'. MICROPROPAGACION DE ROSA

Explante: Yemas apicales caulinares (ver seccién V.5, figura 1 para la for
ma de obtener el explante).

Desinfeccidn de los explantes: La esterilizacién de la superficie de los -
explantes deberd realizarse con el método N2 mencionado en la seccion ¥.5.

Etapas del proceso de microprepagacién: Al igual que el proceso de micro--
propagacién de rosa por medio de yemas axilares todo el proceso comprende -
2 etapas "in vitro" y la fase de adaptacifn a suelo.

Las dos etapas "in vitro":

1) Etapa de multiplicacién.
2) Etapa de enraizamiento.

La etapa de multiplicacién se realiza en un total de 8 a 12 semanas, -
mientras que la etapa de enraizamiento se lleva a caboc en 6 semanas mds.

Medio.de cultivo empleado para cada una de las etapas: La fase de multipli
cacién *in vitro" se realiza sobre el medio de Murashigue y Skoog adicionan
do 3.0 mg/1 de 6-bencil adenina y 0.5 mg/l de &cido indolacético, 30,000 -
mg/1 dé sacarosa y 8,000 mg/1 de agar-agar.

La etapa de enraizamiento se 1leva a cabo en el medio de Murashigue y
Skoog compl_ementada con 0.5 mg/1 de &cido indolacstico, 20,000 mg/l de sac'g
rosa y 8,000 mg/1 de agar. '

La adaptacidn a suelo se debe hacer. sobre la mezcla K166 {seccibn
VIIL.4). '

Condiciones de "incubaci6n“ para cada una de las etapas: En la fase de wul
tiplicacién se recomienda una intensidad luminosa de 1,500 a 2,000 lux, una
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temperatura de 26 °C y el fotoperfodo debe ser de 16 h. luz.

En la etapa de enraizamiento se debe dar una iluminacién de 10,000 lux
y, mantener la temperatura en un rango de 24 a 28 ¢ bajo un fotoperfodo de
12 h luz. Para la adaptacisn en suelo se debe proporcionar a las plantas u-
na intensidad iuminosa de 10,000 a 12,000 lux, una temperatura de 24-28 %
y una humedad relativa del 80-85%, empleando la alternativa propuesta en la
figura 27 de la seccién X.10.
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XI.4, MICROPROPAGACION DE DURAINO Y CHABACAND

Explante: Embriones sin porciones de cotiledones,
La forma de obtener este tipo de explantes se explica en la sec-
cibn V.6.5 y se ilustra en la figura 8.

Para la desinfeccién de la almendra emplear el método N°3 enlistado en
la seccibn V.5. :

Etapas de] proceso; La micropropagacién por medio de embriones puede com--
prender dos alternativas:

1.- Un embrifin una planta.
2.~ Un embrién varios brotes.

En la primera alternativa de un embridén se obtiene directamente una -
planta y el proceso comprende una sola etapa. En la segunda alternativa de
un embribn se obtienen varios brotes y este proceso comprende las siguien--
tes fases "in vitro":

1) Multiplicaci6n. . -
2) Enraizamienta.

La fase de multiplicacién abarca de la primera a la octava semana y la
fase de enrajzamiento de la octava a la décimosegunda semana.

Medios de cultivo empleados en cada una de las fases: Para la micropropaga
cidn de estas especies por la primera alternativa se debe utilizar el medio
de Murashigue y Skoog adicionando 300 ml/1 de agua de coco, 15,000 mg/l de
sacarosa y agar al 8%.

Las plantas deben ser adaptadas a suelo empelando la mezcla N®1 mencio
nada en la seccién VIIL.A&,
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Para 13 produccibn de plantas de durazno y chabacano por la segunda al
ternativa se emplea el medio de Murashigue y Skoog para la fase de multipli
cacifin al cual se le anades 5.0 mg/l de 6-bencil adenina, 0.5 mg/1 de 4cido
naftalenacético, 30,000 mg de sacarosa, 8,000 mg/l de agar y 150 ml/i de a-
qua de coco.

En la fase de enraizamiento "in vitro" se emplea el medio de Murashi--
gue y Skoog al cusl se le agregan 200 ml/] de agua de coco, 15,000 mg/l de
sacarosa y B,000 mg/t de apar-agar.

para la fase de adaptacién a suelo se recomienda el emplea de las al--
ternativas NO27 ¥ N°28 enlistadas en la seccifn X.10.

Condiciones de “incubacibn para cada una de las fases. Para la fase de mul
tiplticacibn se requiere de una intensidad luminosa de 1,500 lux, un fotope-
riodo de 10 h luz y una temperatura de 22-25 %.

Para la etapa de enralzamiento “in vitro® la intensidad luminosa debe
ser de 5,000 lux, el fotoperfodo de 12 h y la temperatura de 28%.

En Ja fase de adaptacidn a suelo se recomienda emplear macetas con ca-
pucha pléstica {ver seccidn X,10, figura 27).
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X1.5." MICROPROPAGACION DE ZANAHORTA

Explante; Porciones de rafz,
Las precauciones y la manera de obtener este tipo de explante se
especifican en la seccifn V.6 figura 1.

Desinfeccifn de los explantes. El desinfestado de la superficie de rafz de
be hacerse con el método N°2 mencionado en la seccidn ¥.5.

La diseccin de las porciones donadoras debe hacerse antes de disectar
los explantes.

Etapas del proceso. En la produccién de plantas de zanahoria se induce al
explante.d 1a produccitn de callo, posteriormente 2 la de embriones y por -
.Gltimo a la diferenciacién y enraizamiento; de aquf que 1as fases que inte-
gran este proceso sean:

2) Embriogénesis.
3) Organogénesis y enraizamiento.

Medios empleados para cada una de las etapas. Para la etapa de callogéne--
sis el medio empleado es el de Murashigue y Skoog al cual se le afaden 1.0
mg/1 de &cido 2,4-diclorofenoxiacético, 0.03 mg/! de cinetina, 30,000 mg/l
de sacarosa y 8,000 mg/1 de agar-agar.

En 1a induccifn a la formacibn de embriones se emplea el medio Murashi
gue y Skoog al cual se le adicionan 30,000 mg/! de sacarosa y 8,000'mg/! de
agar-agar.

. En la etapa de organogénesis y enraizamiento se emplea el medio de -
Murashigue y Skoog el cual se complementa con 15,000 mg/1 de sacarosa y -
8,000 mg/1 de agar-agar.

Condiciones de “incubacifn" para cada una de las etapas. En las fases de -
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callogenésis y embriogénesis se requiere de una intensidad luminosa de 100
lux, un fotoperfodo de 14 h luz y una temperatura de 25%.

Para la etapa de organogénesis y enraizamiento se encesita de una in--

tensidad luminosa de 3,000 lux, un fotoperfodo de 14 h luz y una temperatu-
ra de 25°C.
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X1.6. MICROPROPAGACION DE CLAVEL

Explante. El clavel se micropaga por medio de meristemos ya que de esta ma
nera se obtienen plantas libres de enfermedades.

El método para obtener este tipo de explantes se explica e ilustra en
la seccién V.6, figuras 2 y 3.

Desinfeccifn de los explantes. Para llevar a cabo la esterilizacién de la
superficie de las porciones donadoras de los explantes emplear el método -
N°1 expuesto en la seccién V.5,

Para facflitar el lavado y desinfestado de las yemas axilares retirar
las hojas corténdolas 16 mds préximo al nudo.

Etapas del proceso. Para garantizar al méximo la produccién de plantas li-
bres de virosis es necesario sembrar exclusivamente el meristemo, o cual -
implica la necesidad de una fase de adaptaci6n a condiciones de cultivo “in
vitro". Posteriormente los explantes pasardn a la fase de multiplicaci6n y
enraizamiento "in vitro", después de las cuales proseguirdn la etapa de a--
daptaci6n a suelo. ‘

Medios empleados para cada una de las fases. En la etapa de adaptaci6n al
cultivo "in vitro" se debe emplear el medio de Murashigue y Skoog al cual -
se le adicionan 30,000 mg/l de sacarosa y 8,000 mg/l de agar. El pH se le a
justa a 5.6.

Para la etapa de multiplicaci6n se puede emplear tanta un medic sélido
como un medio 1fquido teniendo como base la férmula de Murashigue y Skoog
complementada con 0.2 mg/l de &cido naftalenacético, 2.5 mg/l de cinetina,
30,000 mg/t de sacarosa y en el caso de medios s6lidos 8.0 gr/1 de agar. -
El pH se ajusta a 5.5.

La fase de enraizaniento se lleva a cabo en el medio de Murashigue y
skoog al cual se le afiaden 1.0 mg/l de &cido indol butfrico, 20,000 mg/1
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de sacarosa y 8,000 mg/! de agar; el pH se ajusta a 5.5.

Para la adaptacién a suelo se pueden emplear la mezcla % y la N -
mencionadas en la‘seccibn VIII.4,

Condiciones de "incubacién" para cada una de las etapas. Para la adapta---
cidn a cultivo "in vitro" la intensidad luminosa debe ser de 1000 lux, el -
fotoperfodo de 12 h luz y la temperatura de 22°%,

En la fase de multiplicacién y enraizamiento “"in vitro" la intensidad
luminosa deberd aumentarse a 10,000 lux, y el fotoperfodo deberd ser de 16
h luz y 13 temperatura de 22%.

Para la adaptaci6n a sueloc se recomienda el empleo de una cdmara nebu-

1izadora como la ilustrada en la figura 29 de la seccién X.10, para inducir
la produccibn de ralces.
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X1.7. MICROPROPAGACION DE CRISANTEMO

Explante. Al igual que para clavel y fresa, en la micropropagacién de cri-
santemos se emplea el meristemo, pues una de las metas perseguidas es la -
produccién masiva de plantas libres de virosis. La manera de obtener este -
explante se flustra en la figura 4 de la seccién V.6.

Desinfecci6n de 1a superficie de las porcicnes donadoras de explante. Debf
do a la gran cantidad de tricomas que poseen las yemas de crisantemo, se re
comienda un cuidadoso lavado y esterilizado de las porciones donadoras de -
explantes, empleando el método N°2 mencionado en la seccién V.5.

Etapas del proceso. La micropropagacién de crisantemo puede hacerse por -
dos rutas principales y cuyas etapas son las siguientes: ) ’

Ruta organogénica

1) Etapa de desarrollo y enraizamiento "in vitro".
2) Etapa de adaptaci6n a suelo.

Ruta embriogénica

1) Etapa de multiplicacibn "in vitro".
2) Etapa de diferenciacién y enraizamiento "in vitro"
3) Etapa de adaptacién a suelo,

Medios de cultivo para cada una de las etapas.

Ruta organogénica. El medio empleado para la produccibn de plantas de '
crisantemo por ésta ruta es el de Murashigue y Skoog ai cual se le agregan
200 m}/] de agua de coco, 30,000 mg/1 de sacarosa, 0.1 mg/l de &cido nafta-
lenacético y 8,000 mg/! de agar. El pH se ajusta a 5.6.

Ruta embriogénica. Para la etapa de multiplicacién "in vitro" se em--
plea el medio de Murashigue y Skoog al cual se le agregan 150 ml/l de agua
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‘de coco, 0.5 mg/]1 de &cido naftalenacético, 5.0 mg/1 de 6-bencil adenina,
30,000 mg/! de sacarosa y 8,000 mg/l de agar. El pH se ajusta & 5.6.

Para la etapa de diferenciacibn y enralzamienio "in vitro" se utiliza
el medio de Murashigue y Skoog adicionado con 20,000 mg/1 de sacarosa, 8000
mg/l de agar y el pH se ajusta a 5.6.

‘Para la fase de adaptaci6n a suelo se recomienda el empleo de la mez--
cla N° 6 5 mencionada en la seccién VIIT.4.

Condiciones de "incubaci6n" para cada una de las fases.

Ruta organogénica, Para lattapa de desarrollo y enraizamiento "in vi
tro" se requiere de una intensidad luminosa de 3,000 lux, un fotoperfodo de
16 h luz y una temperatura de 24%.

Ruta embriogénica. En la etapa de multiplicacién "in vitre" se necesi
ta suministrar a los explantes una intensidad luminosa de 1,500 lux, un fo-
toperfodo de 16 h luz y una temperatura de 22 a 24%,

En 1a fase de diferenciacibn y enraizamiento "in vitro" los explantes
requieren de 8,000-10,000 lux de intensidad luminosa, $6 h luz de fotoperfo
doy 22-24%C de temperatura.

Para las plantas obtenidas por cualquiera de las dos rutas se recomien
da que la adaptacién a suelo se realice en un ambiente de nebulizacién o - -
bien empleando el sistema de macetas con capuchas pl&sticas, como la jlus--
trada en la seccién X.10 figura 27. '
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X1.8. MICROPROPAGACION DE FRESA

t
Explante. La fresa es una especie que se micropropaga por medfo de meriste
mos pues el principal objetivo es el de obtener'plantas 1ibres de patbge---
nos.
La manera de obtener este explante se explica e 1lustra en la seccibn
V.6 figura 4 (la apariencia y diseccién de estos meristemos es muy simjlar
a los de crisantemo).

Desinfecci6n de los explantes. Para la esterilizacién de la superficie de
las porciones donadoras de explante de fresa se recomienda emplear el méto-
do N°2 mencionado en la seccibn V.5.

Etapas del proceso. La micropropagacitn de fresa comprende las siguientes
etapas:

1) Multiplicacién "in vitro®“.

2) Enraizamiente “in vitro”.

La fase de adaptacibn a suelo y desarrollo en invernadero sclo comple-
tarédn el primer ciclo de multiplicacién, ya que posterior a &ste vendrdn -~
dos_fases de producci6bn mas para alcanzar la calidad certificada, estas fa-
ses se deberdn realizar en condiciones de cultive bajo cubierta plistica (
consultar la seccibn 1X.2).

Medfos de cultivo empleados en cada fase. Para la etapa de multiplicacitn
"in vitro“ se deberd emplear e] medio de cultivo listado en el apéndice 1
al cual se le deberdn agregar las siguientes substancias: §cido indolbutfri
co 1.0 mg/l, 6-bencil aminopurina 3.0 mg/1, glucosa 20 gr/l, agar 8.0 mg/l
y ajustar el pH a 5,6,

Para la fase de enraizamiento se deber§ emplear el mismo medio pero su
primjendo la 6-bencil aminopurina, ’
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Para la etapa de adaptacidén a suelo se recomienda el uso de las mez---
clas N°1 6 6 enlistada en l1a seccidn VIII.4.

Condiciones de "incubacidn" para cada una de las fases. En las fases de -
multiplicaci6n y enraizamiento se requiere de las siguientes condiciones: -
1000 lux de intensidad luminosa, un fotoperfodo de 16 h luz y una temperatu
ra de 25%.

Para la etapa de adaptacion a suelo se necesita uma cobertura pléstica
que proteja a las plantas de 1a desecacién o bién, debido a la gran escala
en que usualmente Se produce esta planta, se recomienda el empleo de una cd
‘mara nebulizadora como la que se ilustra en la figura 29 de la seccién X.10,
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APEMDICE 1. Medio de Boxus.

Base Knop modificado para fresa.

Sol, A
Ca(N03)2'4H20 1000.000 ma/l.
KNO3 1000.000 mg/1.
MgSO4'H20 . 250.000 mg/l.
KHZPO4 . 250.000 mg/1.
Sol. A'
CoClz‘GHZO 0.025 mg/1.
Ki 0.830 ma/l.
Sol. B
NaHoO"ZHZO 0.250 mg/1.
H3803 6.200 mg/k.
Sol, C

. MnSO4 17.000 mg/1.
ZnSOd‘HZO 10.600 mg/1.
Cu504'5H20 0.025 mg/1.
Sol. F
FeSD‘-'HZO 27,800 mg/l.
Na, EDTA 37,300 mg/1.
Inositol ) 100,000 mg/1.
Tiamina 0.100 mg/1.
Acido Nicotinico 0.500 mg/1.
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Piridoxina
Glicina
Sacarosa
Glucosa
AlB

& BAP
Agar-agar

0.500 mg/1.
2.000 my/1.
20.000 g/1,
40.000 g/1.
1.000 mg/i.
1.300 mg/l.
8.000 g/1.
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