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PRESENTACION

El concepto de que las células individuales de un organismo multicelular son totipotentes se
encuentra implicito en la teoria celular y representa la piedra angular de las técnicas de
cultivo de tejidos vegetales. Utilizando estos principios podemos garantizar que a partir de
una celula vegetal aislada se puede regenerar la planta completa de la cual proviene
mediante una serie de técnicas de cultivo donde se le provea de las condiciones
apropiadas. El uso de técnicas de cultivo permite al cientifico separar células, tejidos y
organos de un organismo madre para estudios subsecuentes como unidades bioldgicas
aisladas, con propositos tan distintos como multiplicar material vegetativo
(micropropagacion) u obtener metabolitos secundarios de importancia en medicina.

La Biotecnologia aplicada a la agricultura a través de técnicas especificas tales como el
cultivo de tejidos, células y organos, la fusion de protoplastos, saneamiento, ADN
recombinante y otras, representan una atractiva alternativa para el desarrollo sostenido de
recursos renovables del sector agricola.

La produccion de alimentos y la conservacion de los recursos naturales, constituyen
grandes retos que pueden ser enfrentados con la aplicacion de técnicas biolégicas
competitivas e innovadoras que permitan el desarrollo del pais.

OBJETIVO

Formar recursos humanos de excelencia académica en Biotecnologia Vegetal, capaces de
realizar actividades de docencia, investigacion y produccion; generando, innovando 0
adecuando tecnologias que permitan una alternativa en la solucion a la problematica
agricola del pais.



L n

REGLAMENTO DE USO DEL LABORATORIO

ANTES DE INICIAR SU PRACTICA:

La asistencia a la practica es obligatoria.

La tolerancia para entrar al laboratorio sera la que rige el reglamento escolar.

Acatar las instrucciones indicadas en el Reglamento General de uso de los Laboratorios de
la Facultad de Ciencias Agricolas de la UAEM.

No dejar abrigos, carpetas u otros objetos sobre las mesas de trabajo, para un mejor
desarrollo de la practica y evitar riesgos.

Es obligatorio llevar bata para evitar manchas y quemaduras. También es aconsejable traer
un trapo de algoddn para poder agarrar los recipientes calientes o limpiarlos y secarlos.

Se deben seguir en todo momento las indicaciones del profesor. No se comenzara a
trabajar hasta haber recibido las instrucciones necesarias. Consultar las dudas vy
dificultades.

Es imprescindible leer por lo menos una vez la practica antes de comenzar.

Comprobar que esta todo el material necesario y en las condiciones adecuadas de
conservacion y limpieza. Comunicar cualquier anomalia al profesor. Cada grupo seré
responsable de material asignado.

Por seguridad estd terminantemente prohibido fumar dentro del laboratorio, asi como
ingerir alimentos y bebidas.

DURANTE EL TRABAJO:

No debe probarse ninguna sustancia y debe evitarse el contacto con la piel. En caso de que
algun producto corrosivo caiga en la piel, se eliminara con abundante agua fria.

Extremar los cuidados al trabajar con sustancias inflamables, téxicas o corrosivas.
Comunicar cualquier accidente, quemadura o corte, al responsable del laboratorio en ese
momento.

La manipulacion de productos solidos se hara con ayuda de una espétula o cucharilla y para
transvasar liquidos se utilizara una varilla de vidrio en los casos que sean necesarios.

Nunca viertas el acido sulfdrico concentrado al agua, debes hacerlo de manera inversa
pero con cuidado.

Tener cuidado al manejar acidos y bases principalmente concentrados.

Para oler algun producto no debe acercarse la cara al recipiente, si no que se arrastrara el
vaso hacia la nariz pasando la mano por encima de él.

Con el fin de evitar contaminaciones, nunca se devolvera al frasco los restos de productos
no utilizados.

El material de vidrio es muy fragil, por lo que se evitara los golpes y cambios bruscos de
temperatura. Se debera anotar en una hoja o cuaderno el material que se rompa y
comunicarlo al responsable del laboratorio en ese momento.

10.Cualquier experimento en el que se desprenda gas toxico o inflamables utilizando reactivos

potencialmente nocivos debera llevarse a cabo en las campanas extractoras del
laboratorio.



11.Los restos sdlidos no metélicos deben tirarse en cestos de basura, nunca en las
fregaderas. Los residuos metalicos se almacenaran en un recipiente especial. Los residuos
acuosos se verteran en los fregaderos grandes, con abundante agua antes, durante y
después del vertido. En cuanto a los liquidos y disolventes organicos, se echaran en un
recipiente de plastico, para su posterior eliminacion.

AL TERMINAR:

1. Ellugar y el material de trabajo debe quedar limpio y ordenado, también se deben apagary
desenchufar los aparatos.

2. Lavarse las manos perfectamente para evitar intoxicaciones con algunos reactivos.

3. Entregar para su revision el reporte de la practica elaborada.

4. Hasta que el profesor no de su autorizacion no se considerara finalizada la préactica y por lo
tanto, no podras salir de laboratorio.



PRACTICA 1
ESTERILIZACION POR SUPERFICIE Y CULTIVO DE MIATERIAL VEGETAL

INTRODUCCION

El exito del cultivo in wvitro de celulas, tejidos u dérganos vegetales requiere
fundamentalmente del establecimiento aséptico de los in6culos en el medio de cultivo. Para
este proposito, se requiere primeramente que el instrumental, cristaleria y medios de
cultivo a utilizar sean esterilizados previamente en autoclave. El area de trabajo es
generalmente desinfectada con etanol al 70% (v/v] y el instrumental utilizado deberéa
permanecer inmerso en etanol al 80% (v/v) y pasarse a través de la flama del mechero
constantemente. El aislamiento del inéculo debera realizarse bajo los mas estrictos
controles de limpieza antes de proceder a esterilizarse por superficie.

La esterilizaciéon por superficie de material vegetativo debe ser realizado primeramente con
una solucién de etanol al 70% (v/v] por unos segundos hasta menos de 15 min,
dependiendo de las caracteristicas del indculo. Posteriormente debe de tratarse con una
solucion acuosa de hipoclorito de sodio o de calcio con una concentracion residual de cloro
activo de 0.6-1% (v/v). El trabajo para el aislamiento aséptico del in6culo y establecimiento
del cultivo debera realizarse dentro de una campana de flujo laminar para eliminar
cualquier contaminacion por esporas sobre los medios de cultivo o los tejidos.

OBJETIVO

Que el alumno sea capaz de seleccionar la mejor técnica de esterilizacion por superficie de
los in6culos y manipularios para el establecimiento del cultivo.

INVESTIGACION REQUERIDA

Métodos de esterilizacion con utilizacion de calor seco, humedad y presion, luz ultravioleta,
microondas y filtracion.

MATERIALES

* Material vegetal (Semilla)

* Malla de tela sintética de 10 cm®
* (Campana de flujo lamina

* Cristaleria comun

* Alcohol etilico al 70% (v/V]

* Cloro comercial al 10% (v/V)

* Champo

* Agua destilada



Recipiente con medio de cultivo
Pinza, espatula, mechero, atomizador, algoddn, etc.

METODOLOGIA

1. En la malla de tela colocar la cantidad de semillas a esterilizar y sujetar sin hacer
presion.

2. Colocar el saco con semillas en un vaso de precipitado de 250 ml previamente
esterilizado.

3. Agregar al vaso primeramente la solucion de alcohal al 70% y una gota de shampoo
y tapar el vaso con una hoja de papel aluminio. Agite por 5 minutos. Posteriormente
retire la solucion.

4. Agregue la solucién de hipoclorito (cloro comercial), vuelva a tapar el vaso y agite

por 15 minutos. Remueva la solucion.

5. NOTA: Es importante los tiempos de contacto de las anteriores soluciones con el
material vegetal, asi como el mismo material.

6. Bajo campana de flujo laminar, previamente esterilizada con etanol al 70% (v/v] se
realizaran 5 enjuagues con agua destilada esterilizada al material.

7. Posteriormente el material vegetal seré colocado en la superficie del medio de
cultivo en cajas magenta con ayuda de pinzas, espatulas, etc.

8. Finalmente se etiquetara la caja y se sellara con kleen-pack y seré colocada en
cémara bioclimatica a una temperatura de 27°C £ 2°C y un fotoperiodo de 16 horas
luz y 8 horas oscuridad.

9. Realice las observaciones a partir del tercer dia del establecimiento del cultivo.

AcTIVIDADES DE COMPRENSION 0 EvALUACION

L n

¢Cuales son los métodos de esterilizacion mas empleados para la desinfeccion del
instrumental de diseccién en un laboratorio de cultivo de tejidos?

Describe el proceso de desinfeccion de tejido de cinco especies distintas.

De las sustancias empleadas en la desinfeccion de tejidos , ¢,qué papel juegan el jabon y
el alcohol?



PRACTICA 2
PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO Y SOLUCIONES STOCK

INTRODUCCION

Los componentes de los medios para el cultivo de tejidos incluyen macronutrientes,
micronutrientes, un suplemento de hierro, vitaminas, una fuente de carbono y usualmente,
reguladores de crecimiento. Aparte del carbono, hidrogeno y oxigeno los constituyentes
esenciales requeridos en relativamente grandes cantidades (macros) son el nitrégeno (N],
fésforo (P), potasio (K], calcio [Ca), magnesio (Mg] y azufre (S). Trazas de ciertos elementos
(micros) minerales son requeridos por todas las células vegetales, se incluyen el hierro (Fe),
manganeso (Mn), zinc (Zn), boro (B], cobre (Cu), molibdeno (Mo), cobalto (Co), niquel (Ni] y
Cloruro.

Las vitaminas tienen funciones catalizadoras en ciertos sistemas enzimaticos por lo que
también son necesarias en pequenas cantidades. La tiamina es la Unica vitamina esencial
para todos los cultivos pero el ac. nicotinico y la piridoxina pueden también estimular el
crecimiento. El ac. ascorbico (vit. C) en combinacién con el ac. citrico es utilizado como
antioxidante.

Todos los medios de cultivo requieren la presencia de una fuente de carbono y energia. Una
respuesta optima de crecimiento es determinante cuando se utiliza sacarosa o d-glucosa
como fuente de carbéon en el medio de cultivo, mientras que con otros sacaridos la
respuesta es considerablemente variable. El myo-inositol es adicionado en algunos
suplementos vitaminicos como un factor de crecimiento. Aunque este compuesto es un
carbohidrato, tiene funciones especiales principalmente en la formacion de fosfoinositidos y
fosfatidilinosital.

Los reguladores de crecimiento son utilizados en el medio de cultivo cuando se desea
forzar la direccion de la morfogénesis o bien potenciar la multiplicaciéon de tejido. Las
Auxinas son compuestos que estimulan la elongacién de las células de brotes- Son usadas
para estimular la formacion de raices adventicias, inhibir la formacion de yemas y juegan un
rol importante en la embriogénesis. Las principales son el acido indol-acético, acido indol-
butirico y acido naftalenacético. El acido 2,4-D es un regulador sintético que cumple
funciones sobresalientes substituyendo auxinas, principalmente en la formacion de tejido de
callos, sin embargo, suprime la organogénesis, y no deben ser usados en medios que
involucren la formacion de brotes o raiz. Las citocininas promueven la division células de los
tejidos bajo ciertas condiciones de ensayo. En el cultivo de callo estimulan la formacion de
brotes e inhiben la formacién de raiz. Las citocininas son principalmente derivados de
amino purinas. La combinacion axino-citocininas regulan la division, elongacion vy
diferenciacion celular asi como la formacion de érganos. Otro grupo de reguladores de
crecimiento son las giberalinas las cuales son usadas raramente, como en el caso de
cultivos de meristemos.



Debido a la facilidad de manejo, los constituyentes de los medios de cultivos son preparados
como soluciones stock de cada grupo, los cuales pueden variar desde concentraciones 10x
para los macros, 100x para los micros y 1000x para las vitaminas. Para la preparacion de
un medio en particular que se deberan utilizar alicuotas de las soluciones stock en la
cantidad necesaria para alcanzar la concentracion de cada constituyente. Es recomendable
mantener las soluciones stock en refrigeraciéon hasta su uso.

El medio de cultivo de tejidos vegetales mas utilizado, son las sales de Murashige y Skoog
(MS]) (1962).

OBJETIVO

El alumno conocera la funcién que tienen los distintos componentes del medio de cultivo en
el desarrollo de inéculos vegetales, asi como su preparacion.

INVESTIGACION REQUERIDA

Funcion individual de los componentes macro-nutrientes, micro-nutrientes, vitaminas vy
aminoacidos en el desarrollo vegetal.

MATERIALES

* Material de cristaleria

* Reactivos

¢ Espétula

* Balanza analitica

* Placa de agitacion y calentamiento
* Autoclave

e Agar

* Sacarosa

* Agitador magnético

* Agua destilada

* Recipientes para el medio de cultivo y soluciones stock.

DESARROLLO

Para la preparacion de las soluciones stock se deberan disolver las sales indicadas en las
proporciones marcadas.



1. Preparacion del stock de macroelementos (10x):

Macronutrientes (10x] Formula gr’
Nitrato de amonio NH:NG:s 16.5
Nitrato de potasio KNGs 19.0
Cloruro de calcio CaCl--2H:0 4.4
Sulfato de magnesio MgSO.-7H-0 3.7
Fosfato diacido de potasio KH-PO. 1.7

- En un matraz erlenmeyer de 1000 ml, adicionar 250 ml de agua destilada. Colocarlo en una
placa de agitacion provista de un agitador magnético.
- Pesar y adicionar cada una de las sales en el orden indicado y esperar que se disuelva
completamente antes de agregar la siguiente.
- Una vez concluido el proceso, aforar a un litro y colocarlo en un recipiente plastico y dejarlo

en refrigeracion hasta que se requiera.

2. Preparacion del stock de microelementos (100x):

Micronutrientes [100x] Formula gr’
Yoduro de potasio Kl 0.083
Acido bérico H-BO: 0.620
Sulfato de magnesio MnS0.-4 H.0 1.690
Sulfato de zinc ZnS0.-7H.0 0.860
Molibdato de sodio NaMo(O.-2H-0 0.025
Sulfato cuprico CuS0.-5H.0 0.0025
Cloruro de cobalto CoCl-6 H-0 0.0025

- En un matraz erlenmeyer de 1000 ml, adicionar 250 ml de agua destilada, colocar un
agitador magnético y colocarlo en una placa de agitacion.
- Adicionar cada una de las sales en el orden indicado, esperar que se disuelva
completamente la sal antes de agregar el siguiente.
- Una vez concluido, aforar a un litro y colocarlo en un recipiente plastico y dejarlo en

refrigeracion hasta que se requiera.

3. Preparacion del stock de vitaminas B5G:

- En un matraz de 1000 ml, colocar un agitador magnético y 250 ml de agua destilada.

- Pesar y agregar cada una de las vitaminas y esperar a que se disuelva cada una
completamente antes de adicionar la préxima.

- Aforar hasta la marca del matraz.

- Colocarlo en refrigeracion en un frasco ambar.

- Cuando se necesite, calentar un poco para disolver los cristales.

10



4. Preparacion del stock de Fierro-EDTA (50x):

Fierro-EDTA Formula gr!’
Sulfato ferroso FeS0..7H:0 0.325
EDTA Na:-EDTA 0.465

- En un matraz erlenmeyer de 500 ml, colocar un agitador magnético y calentar 100 ml de
agua destilada.

- Pese y adicione el EDTA en el agua caliente, espere a que se disuelva completamente, antes
de agregar el proximo quimico.

- Pesar y agregar el sulfato ferroso y esperar a que se disuelva.

- Aforar a 250 ml y colocarlo en un frasco ambar en refrigeracion hasta su utilizacion.

AcTIVIDADES DE COMPRENSION 0 EvALUACION

1. Realiza una resena histérica de los medios de cultivo empleados en trabajos de
investigacion

2. ¢Por qué el medio de cultivo de Murashige y Skoog es uno de los mas Empleados en la
actualidad pese a ver sido desarrollado en 19627

11



PRACTICA 3
BROTACION MULTIPLE AXILAR

INTRODUCCION

La induccidn de brotes multiples a partir de segmentos nodales de indculos vegetales es la
técnica mas frecuente en los sistemas de micropropagacion, esto es debido a que el
indculo inicial contiene el material vegetativo diferenciado en forma de yema, el cual,
mediante la acciéon de reguladores de crecimiento inducird la formacién de mudltiples
brotes. Una vez que un grupo de brotes ha sido formado, éste es subdividido en nuevos
segmentos nodales, transfiriéndose a medio fresco para repetir el proceso. El continuo
subcultivo continuara hasta la obtencion del nimero deseado de propagulos. La tasa de
micropropagacion varia grandemente de especie a especie. Este proceso de propagacion
in vitro tiene la ventaja de que el material obtenido mantiene las caracteristicas geneticas
del material madre, teniendo minimas probabilidades de mutaciones indeseables. La
principal desventaja es que los propagulos obtenidos tendran que ser sujetos a un siguiente
proceso de enraizamiento in vitro o ex vitro para obtener la plantula completa.

OBJETIVO

Que el alumno realice cortes de segmentos nodales de material vegetal aséptico, y
multiplique el material utilizando diferentes arreglos de reguladores de crecimiento,
observando su comportamiento.

INVESTIGACION REQUERIDA

Los reguladores de crecimiento y sus mecanismos de actividad.

MATERIALES

* El Material vegetal consistird de plantulas desarrolladas in vitro, conteniendo de 4-8
segmentos nodales

¢ (Campana de flujo laminar

* Mechero

e Bisturi

* Pinzas

* (Cajas petri esterilizadas

* Recipiente con medio de cultivo

* Material de uso diario (algoddn, alcohol, cerillos, atomizador)

12



METODOLOGIA

Realizar el procedimiento en la campana de flujo laminar:
1. A partir de cultivos asépticos, seleccionar plantulas conteniendo 4-6 segmentos

nodales. Separarlas cuidadosamente del medio de cultivo mediante pinzas y colocarlas
dentro de cajas de petri esterilizadas (3 por operacion), cerrando nuevamente el frasco
de cultivo.

Con ayuda de un bisturi eliminar la raiz y el brote apical colocandolos fuera en otra caja.
Disectar los segmentos nodales dejando 1 cm de tallo en la base y 0.5 cm por encima
del nodo.

Con pinza tomar uno a uno de los segmentos y colocarlos en el medio en la caja con
medio de cultivo MS basal en un arreglo de 4x4, procurando que el nodo quede fuera de
la superficie del medio.

Después de 10 dias y verificar la asepsia del cultivo, transferir los segmentos al medio
de brotacién multiple proporcionado por el instructor.

Colocar los frascos de cultivo en camara bioclimatica a las condiciones marcadas por el
instructor

Hacer las observaciones cada tercer dia.

AcTIVIDADES DE COMPRENSION 0 EvALUACION

1.

¢Qué importancia tiene la técnica de brotacién mdltiple en la micropropagacion?

2. ¢Qué papel juegan los reguladores del crecimiento en la técnica de brotacién multiple

axilar?

13



PRACTICA 4
INDUCCION Y MIANTENIMIENTO DE CALLO

INTRODUCCION

El tejido de callo consiste de una masa celular amorfa producida en los inéculos sometidos
a la accion de reguladores de crecimiento in vitro que inducen la divisién celular a una
velocidad tal que este proceso es mayor que el de diferenciacion o morfogénesis. Mediante
esta técnica se pueden obtener grandes cantidades de material vegetativo que puede ser
utilizado en la organogénesis indirecta de propagulos cuando no se cuenta con suficiente
material vegetativo original o bien cuando se desea recurrir a la técnica de embriogénesis
somatica o a la de busqueda de variantes somaclonales de material élite con el propdsito
de obtener marcadas diferencias en resistencias o tolerancias en estrés bidtico o abidtico.
Esta técnica también es de gran utilidad en la busqueda de cultivos celulares en suspension
con caracteristicas embriogénicas ya sea para procesos de micropropagacion, obtencion
de metabolitos secundarios o de ingenieria genética.

OBUETIVO
Que el alumno conozca las opciones de la inducciéon de tejido de callo para los diferentes
procesos biotecnoldgicos.

INVESTIGACION REQUERIDA

Variacién somaclonal, embriogénesis somatica, ingenieria metabdlica, semillas artificiales.

MATERIALES

* Material vegetal aséptico

* (Campana de flujo laminar

* Recipientes con medio de cultivo M2.5 salido y liquido
* Bisturi, pinzas, cajas petri estériles

* Mechero, alcohaol, algodén, atomizador, etc.

¢ Agitador orbital

* Equipo de deteccion

14



METODOLOGIA

El siguiente procedimiento debera realizarse en la campana de flujo laminar:

1. A partir cultivos in vitro, separar plantulas completas y colocarlas dentro de cajas de
petri esterilizadas (2 por operacion), asegurandose de no arrastrar medio de cultivo en
la raiz.

2. Disectar sobre la caja de petri esterilizada segmentos de 0.5 cm de hoja, tallo y raiz.

3. Colocarlas separadamente sobre la superficie del medio de cultivo M 2.5 (MS + 2.5
mg" de 2,4-D), procurando que las superficie de corte del tejido quede sobre el medio.

4. Colocar los frascos de cultivo en camara bioclimatica a las condiciones marcadas por el
instructor.

9. Realizar las observaciones semanalmente.

AcTIVIDADES DE COMPRENSION 0 EvALUACION

1. ¢Qué aplicaciones tiene la técnica de induccidon y mantenimiento de callos a nivel
comercial?

2. Define los téerminos de variacion somaclonal, embriogénesis somatica y semilla artificial.

3. Desarrolla una propuesta metodoldgica para la obtencion de metabolitos secundarios
en zarzamaora.

15



PRACTICA 5
CULTIVO DE CELULAS EN SUSPENSION

INTRODUCCION

El cultivo de suspension celular es una extensién del cultivo de callo. Consiste del cultivo de
células o grupo de ellas dispersas creciendo en un medio liquido agitado. El inicio de los
cultivos celulares en suspension deberd proceder de los cultivos de callo con
caracteristicas friables, capaces de mantener en suspension los agregados celulares
necesarios para iniciar el cultivo. La suspension celular tiene la ventaja sobre el cultivo de
callo en cuanto a que las celulas crecen individualmente dispersas, asi comao, tener mas
acceso al medio nutritivo. El propdsito fundamental de este medio es potenciar la cantidad
de material vegetativo para los fines biotecnolégicos deseados. Esta herramienta es
deseable en procesos involucrados en la obtencion de cultivos embriogénicos para
propagacion, obtencion de metabolitos secundarios, ingenieria metabdlica, procesos de
seleccion de mutantes sometidos a variaciones somaclonales, o bien a transformacion
genetica.

OBJETIVO

Que el alumno identifique los tejidos de callo con caracteristicas friables capaces de iniciar
los cultivos celulares, los aisle e inicie el cultivo en suspension.

INVESTIGACION REQUERIDA

Metabaolismo secundario vegetal, precursores e inductores moleculares de metabolitos
secundarios.

MATERIAL

¢ (Cultivos de tejido de callo

* Recipientes con medio de cultivo M 2.5 liquido y sdlido

* Inductores y/o precursores

¢ (Campana de flujo laminar

¢ Agitador orbital

* Instrumental esterilizado: Pinzas, espatula, mechero, algodon
* Atomizador, alcohol

DESARROLLO

El desarrollo de la practica se realizara en la campana de flujo laminar:
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1. A partir de un cultivo de tejido de callo disectar fracciones friables con ayuda de una
espatula esterilizada, tallando suavemente la superficie del tejido.

2. Una parte del tejido aislado (aprox. 1 cm?) se colocara dentro de 2 frascos con medio
de cultivo M 2.5 sdlido. Distriblyalo sobre toda la superficie con ayuda de la espatula
esterilizada.

3. Un frasco se colocard en camara bioclimatica con un foto periodo de 16:8 h
luz:oscuridad a una temperatura de 27° C. Mientras que el otro se mantendra en
completa oscuridad (forrar con papel aluminio) a las mismas condiciones.

4. La otra parte del tejido aislado se colocara dentro de un matraz EM con medio M 2.5
liguido y se colocara dentro de un agitador orbital a 100 rpm bajo condiciones
ambientales.

9. Hacer las observaciones semanalmente.

AcTIVIDADES DE COMPRENSION 0 EvALUACION

1. ¢Qué importancia tiene la agitacion durante el cultivo de células en suspension?
2. Define qué es un metabolito secundario y su importancia econdmica.
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PRACTICA 6
EMBRIOGENESIS SOMATICA

INTRODUCCION

La produccion de embriones somaticos a partir de células, tejido y cultivo de érganos puede
ocurrir de manera directa e indirecta. La embriogénesis somatica directa involucra la
formacion de embrién asexual a partir de una sola célula o de un grupo de células sobre
una parte del tejido sin la intervencion de la fase de callo; y la embriogénesis indirecta
consiste en el establecimiento de un indculo en cultivo, la subsiguiente proliferacion de callo
y el inicio de pro-embriones (usualmente sobre un medio con alta concentracion de auxinas)
y la transferencia del callo a un medio nutritivo con reguladores de crecimiento en orden a
inducir la formacién de embriones bipolares a partir de pro-embriones iniciales.

OBJETIVO

Que el alumno desarrolle la produccién de embriones somaticos de manera directa e
indirecta.

INVESTIGACION REQUERIDA

Organogeénesis, morfogénesis y etapas de la embriogénesis vegetal.

MATERIAL

* Cultivo de suspension celular

* Semillas

* Recipientes con medio de cultivo

¢ (Campana de flujo laminar

* (Camara bioclimatica

* Instrumental esterilizado: pinzas, espatulas, bisturi, cajas petri.
* Mechero, alcohal, algodaén, etc.

DESARROLLO

El procedimiento se realizara en la campana de flujo laminar:

Experimento A

1. A partir de un cultivo de celulas en suspension, separar del medio liquido
aproximadamente 1 cm3 de tejido con ayuda de una malla esterilizada y realizar
cuidadosamente 3 lavados con medio MS liquido.
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4.

.

Transferir la masa de células lavadas y drenadas a la superficie del medio de
regeneracion proporcionado por el instructor. Hacer el procedimiento por duplicado.
Una de las repeticiones colocarla dentro de camara bioclimatica con un foto periodo de
16:8 h luz:oscuridad a una temperatura de 27°C + 2°C.

El frasco con la otra repeticion debera ser forrado con papel aluminio (oscuridad] y se
colocara junto al frasco anterior.

Realizar las observaciones semanalmente

Experimento B

1.
2.

3.

4.
2.

Esterilizar por superficie las semillas proporcionadas por el instructor.

Dentro de campana de flujo laminar y sobre una caja de petri, aislar el embrién cigoético
de las semillas esterilizadas.

Colocar los embriones sobre la superficie del medio de regeneracién proporcionado por
el instructor. Hacerlo por duplicado-

Colocar los dos frascos bajo las mismas condiciones de cultivo del experimento A.
Realizar las observaciones semanalmente.

AcTIVIDADES DE COMPRENSION 0 EvALUACION

1.
2.

Define los términos: organogénesis, morfogénesis.
¢Cuales son las etapas de la embriogénesis vegetal?
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PRACTICA 7
MICROINJERTO

INTRODUCCION

El proceso de micrainjerto, es utilizado como una técnica de propagacion y conservacion de
especies vegetales que son propagadas vegetativamente o bien que requieren de un
portainjerto para su mejor desarrollo o conservacion fuera de su sitio de origen o
distribucién. Consiste en unir bajo condiciones de cultivo de tejidos dos porciones de plantas
de diferentes especies. La planta inferior llamada patrén o portainjerto proporcionara el
sistema radicular al inéculo que serd la planta superior (injerto). Las especies
seleccionadas a microinjertar son aquellas amenazadas en su supervivencia o bien aquellas
gue se desea sanear por esta técnica. Esta técnica también es importante para acelerar el
desarrollo o salvar especies raras o en peligro de extincion que han perdido su sistema
radicular, o bien para emplearse en procesos de saneamiento en los que el inéculo a utilizar
son los meristemos provenientes de vegetales con caracteristicas agronomicas u
ornamentales sobresalientes.

OBJETIVO

Evaluar el proceso de injerto in vitro como una técnica de conservacion de especies
amenazadas o en peligro de extincién utilizando distintos portainjertos.

INVESTIGACION REQUERIDA

Tipos de injerto y portainjerto.

MATERIAL

* Material vegetal aséptico (patrén e injerto)

* Recipiente con medio de cultivo

* (Campana de flujo laminar

* (Camara bioclimatica

* Mechero de alcohal, pinzas, bisturi, algodan, cajas petri, consumibles, etc.

DESARROLLO
El proceso de microinjerto requiere de plantulas de portainjerto y variedad a injertar

germinadas in vitro, o bien de aislar y esterilizar por superficie el inéculo de la variedad a
injertar.
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Para esta practica se desarrollara el microinjerto de especies de cactaceas amenazadas 0
en riesgo de extincion.

1. Seleccion de portainjertos:

Las especies que son utilizadas como portainjerto son aquellas cactaceas de crecimiento
relativamente rapido y que soporten variadas condiciones edafoclimaticas para que
garanticen la supervivencia al liberarse en jardines botanicos o para intercambio. Las
principales especies que han sido utilizadas con éxito son el garambullo (Myrtillocactus
geometrizans), la biznaga (Echinocactus platyacanthus) y pitaya (Stenocereus griseus).

2. Germinacion aséeptica del portainjerto:

En un vaso de precipitados de 100 ml esterilizar por superficie las semillas proporcionadas
por el instructor con etanol al 70% (v/v] por 5 min, seguido por 30 min en una solucién de
cloro comercial al 10% (v/v]. Bajo campana de flujo laminar realizar 3 enjuagues de las
semillas con agua destilada esterilizada y colocarlas sobre la superficie del medio MS.
Mantener las cajas de cultivo en camara bioclimatica a 27°C hasta su germinacion.

3. Especies a microinjertar:
Esterilizar por superficie como en el punto anterior las semillas de las especies
proporcionadas por el instructor y germinarlas asépticamente.

4. Diseccion de plantulas:

Disectar con bisturi bajo condiciones aseépticas los portainjertos y variedades a
microinjertar. Se seleccionaran aquellas plantulas con tallas de 1 cm de altura y que
coincidan con el diametro de las especias que se montaran sobre el patron. Debera tener
especial cuidado de que los cortes se efectien perpendicularmente a la base del tallo para
gue coincidan al momento de acoplar las superficies de contacto.

5. Acoplamiento del injerto:

Bajo la campana de flujo laminar acoplar la variedad disectada sobre la superficie del
portainjerto decapitado. Procure realizar esta operacion sosteniendo ambos indculos con
pinzas y deslizando por unos segundos ambas superficies en contacto a fin de eliminar
burbujas de aire y formar el conjugado. Este injerto de cara plana es el mas recomendado.

6. Cultivo de microinjertos:

Una vez desarrollado el acoplamiento debera colocarse el conjugado (portainjerto con
variedad] en el medio de cultivo procurando que quede insertado el portainjerto en el medio
y mantenga inmavil la caja de cultivo por espacio de 30 dias en camara bioclimatica a las
condiciones marcadas por el instructor a fin de que cicatrice la zona de injerto y desarrolle
un buen sistema radicular el portainjerto. Debera tener precaucion de eliminarse la
formacion de rebrotes del portainjerto para fortalecer el réapido desarrollo de la variedad.

/. Aclimatacion:

Para este proceso se seleccionaran plantulas microinjertadas con sistema radicular
claramente regenerado. Debera tenerse especial cuidado de eliminar completamente los
restos de medio de cultivo en la raiz bajo la corriente del grifo. Las plantulas se colocaran
sobre un sustrato pasteurizado y se mantendran bajo condiciones controladas de
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humedad, la cual se ira disminuyendo progresivamente a fin de aclimatarlas a las
condiciones ambientales.

AcTIVIDADES DE COMPRENSION 0 EVALUACION
1. ¢Cudles son los diferentes tipos de injerto y porta injerto empleados en la

micropropagacion?
2. ¢Qué importancia comercial tiene la técnica de micro injerto?
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PRACTICA 8
VARIACION SOMACLONAL

INTRODUCCION

Una de las aplicaciones del cultivo de tejidos en el fitomejoramiento /in vitro es la variacion
somaclonal. Esta puede ser inducida en la bisqueda de tolerancia a diferentes tipos de
estrés. Los principales son tolerancia a salinidad, diversas condiciones de sequia y
temperaturas, asi como, resistencia a ciertas toxinas de bacterias y hongos fitopatogenos.
Para esta técnica se requiere que una vez seleccionada el material élite se proceda a
generar tejido de callo en suficiente cantidad para establecer los tratamientos. La variacion
esperada es en base a que los tejidos desdiferenciados por la accion de los reguladores de
crecimiento y otros compuestos genera variantes somaclonales por lo cual dichos tejidos
son sometidos a los estrés referidos para efectuar posteriormente una seleccion de
aquellos tejidos que han soportado dichas condiciones.

OBJETIVO

Que el alumno conozca las substancias y condiciones de cultivo necesarias para que
establezca los tratamientos de seleccidn de variantes con distinto tipo de estres.

INVESTIGACION REQUERIDA

Mecanismo de accion molecular de los reguladores de crecimiento.

MATERIAL

¢ (Cultivo de tejido de callo

¢ Medio de cultivo con tratamientos
* Cristaleria esterilizada

¢ Equipo de diseccion esterilizado

¢ FEtanaol

DESARROLLO

1. Elaboracion de los medios de cultivo:

- Preparar 1 litro de medio de cultivo MS sin agregar el agar.

- En cada caja magenta colocar 100 ml del medio.

- Preparar una solucién de NaCl 1 M.
- Establecer los tratamientos de NaCl en el medio MS a las diluciones marcadas por el
instructor.
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- Ajustar el pH de cada bloque de tratamientos a 5.7.

- Agregar el agar a cada caja y disolver.

- Distribuir los tratamientos en cajas de cultivo debidamente
etiguetadas.

- Esterilizar en autoclave los medios a 15 Ib-in* por 20 min.

10

2. Establecimiento de los experimentos:

- Los cultivos de callo a utilizar se disectaran asépticamente en fracciones volumétricas de
aproximadamente 1 cm®y se mantendran dentro de cajas de petri hasta su uso.

- Colocar una fraccion volumeétrica de callo en cada una de las repeticiones de los
tratamientos, procurando que el tejido mantenga en contacto la mayor superficie de tejido
sobre el medio.

3. Mantenimiento de los cultivos:

- Todos los tratamientos se deberan mantener en cdmara bioclimatica a 27°C * 2°C con
un termoperiodo de 16:8 h luz:oscuridad.

- Se realizaran las observaciones cada tercer dia.

- Después de 6-8 semanas realizar la seleccion de variantes y regenerar los tejidos.

AcTIVIDADES DE COMPRENSION 0 EvALUACION

1. Define el término variacién somaclonal y su aplicacion comercial de esta técnica.
2. Comenta en clase cinco trabajos exitosos desarrollados con esta técnica.
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PRACTICA 9
SELECCION DE MIUTANTES

INTRODUCCION

Los procesos de fitomejoramiento in vitro cuentan también con la utilizacion de mutagenos
con proposito de seleccionar mutantes con caracteristicas deseable aditivas al material
elite. En la actualidad el mas importante método empleado es la induccion de mutantes
mediante la radiacion de material vegetativo con rayos ultravioleta de Cobalto 60. Esta
técnica puede ser empleada desde cultivos celulares hasta yemas y semillas. El efecto de la
radiacion provoca dafos a nivel cromosomico en proporcion a la intensidad y tiempo de
radiacion, por lo que la busqueda de mutaciones deseables debe efectuarse sobre grandes
poblaciones grandes de material.

OBJETIVO

Que el alumno establezca los parametros de seleccion de mutantes de acuerdo al tipo de
indculo utilizado.

INVESTIGACION REQUERIDA

Induccion de mutantes quimicos y tipos de energia radiante ionizante.

MATERIAL

* Semillas irradiadas previamente con rayos gamma proporcionadas por el instructor.
e Etanol

* Solucion de Cloro

* Equipo de diseccion esterilizado

* Cristaleria esterilizada

* Medio de cultivo MS

DESARROLLO

1. Germinacion aseptica:
- Esterilizar por superficie el material vegetativo proporcionado de acuerdo a la practica N° 1.
- Germinar sobre medio de cultivo MS y mantener el cultivo a las condiciones de la practica
N° 1.

2. Seleccion de mutantes:

- Las plantulas germinadas con la presencia de hojas verdaderas se someteran al proceso de
aclimatacion para seleccionar en invernadero las variantes somaclonales deseables.
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Debera dejarse una replica de cada tratamiento en condiciones /n vitro para posteriores
estudios.

- Las plantulas seleccionadas para aclimatacion se les debera de eliminar en agua corriente
los restos de medo de cultivo, antes de establecerse en el sustrato hasta su progresiva
aclimatacion.

- Los pardmetros a evaluar semanalmente en invernadero seran: altura, diametro de tallo, n°
de entrenudos, distancia internodal, area foliar, n° de flores, cuajado, caracteristicas
organolépticas del fruto.

AcTIVIDADES DE COMPRENSION 0 EVALUACION
1. ¢Qué métodos de induccion de mutantes se conocen en el mejoramiento genético de

plantas?
2. Comenta en clase cinco trabajos exitosos desarrollados con esta técnica.
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PRACTICA 10
TRANSFORMACION GENETICA

INTRODUCCION

Agrobacterium tumefaciens, una bacteria gram-negativa del suelo induce tumores en
muchas especies de plantas conocidos como agallas de la corona. Esto es debido a la
capacidad natural de esta bacteria para introducir segmentos oncogeénicos de ADN,
colonizando las células vegetales por invasion de heridas en los tejidos. Derivado de este
gran (Ti}plasmido inductor de tumoraciones introduciéndose a las células de las plantas a
través de heridas. El (T)-DNA transferido es integrado en el genoma de la planta via una
recombinacion ilegitima. Los genes en el T-DNA codifican enzimas envueltas en la
produccion de una auxina y una citocinina, compuestos esenciales para el desarrollo y
crecimiento de la planta. Otros genes T-DNA determinan enzimas que catalizan la
formacién de compuestos tumor-especificos llamados opinas. Genes de interés pueden ser
introducidos en las plantas mediante ligacion de ellos a la T-region via recombinacion
(vector de integracion) o por clonacion entre los bordes repetidos presentes en un replicén
independiente (vector binario). El Agrobacterium puede introducir la region T-DNA dentro
de muchas especies diferentes de plantas, aunque algunas no responden con la formacién
de tumor. Sin embargo la eficiencia del T-DNA transferido puede variar dramaticamente
para diferentes especies de plantas, cultivares o tipos de tejidos blanco.

Arabidopsis thaliana, una crucifera caracterizada por su corto ciclo de vida ha sido
generalmente aceptada como un modelo experimental para el estudio de Biologia
Molecular y desarrollo de la Genética, representando un eficiente sistema para
transformacion. Es esta practica se reproducira un procedimiento para la transformacion
de Arabidopsis usando Agrobacterium tumefaciens como el sistema de introduccion de
genes utilizando las raices de plantulas crecidas in vitro como fuente de inéculo. Los
inoculos de la raiz de Arabidopsis tienen un alto potencial de regeneracion para la rapida
formacion de brotes. Para lograr la formacion de brotes sobre toda la superficie de la raiz
es necesario realizar un precultivo de 7 dias maximo, en un medio conteniendo 2,4-D antes
de cultivarlas en un medio con alta concentracion de la citosina B(y,y-dimetilamino) purina

(2-ip)

OBJETIVO

Que el alumno compruebe mediante reacciones moleculares la integracion de genes
reporteros dentro del genoma vegetal.

INVESTIGACION REQUERIDA

Acidos nucleicos, Ingenieria genética, microinyeccion, electroporacion, biolistica.
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MATERIAL

* (Campana de flujo laminar

* Tubos de ensayo

* (Cajas de petri

* (Cajas magenta

* Cristaleria de apoyo

* Instrumental

* Medio de germinacion

* Medio de induccion de callo

* Medio de induccion de brotes

* Antibiéticos: vancomicina, canamicina

* Material vegetal: Plantulas de Arabidopsis thaliana de 4-6 semanas de edad
* Cepa de Agrobacterium tumefaciens, ecotipo C24

DESARROLLO

1. Esterilice por superficie las semillas de Arabidopsis y enjuage con agua esterilizada.

2. Coloque las semillas en medio de germinacién e incubelas por 7 dias. Algunas especies
de Arabidopsis antes de germinarse requieren de un tratamiento con frio
almacenandose por una semana en refrigeracion a 4°C. Esto puede ser realizado antes
0 después del cultivo aséptico.

3. Saque suavemente con pinzas las plantulas del medio de germinacién, procurando
obtener completo el sistema radicular y coloquelas en una caja de petri esterilizada.

4. Corte el sistema radicular del resto de la plantula en una caja de petri, eliminando la
parte aérea. Para prevenir la desecacion de las raices manténgalas en la caja con un
poco de agua esterilizada.

9. Incube el sistema radicular por tres dias en el medio de cultivo para induccion de callo a
temperatura ambiente. Cuide que las raices se mantengan inmersas completamente.

6. Remueva las raices del medio anterior y coléquelas en una caja de petri esterilizada.
Corte las raices en inéculos de 0.5 cm.

7. Transfiera los inéculos de raiz a cajas de petri conteniendo a 10-20 ml de medio liquido
para cultivo de callo. Por conveniencia, en este paso puede colocar los indculos en una
malla tul o cedazo antes de colocarlos en el medio liquido, para que puedan ser
infectados o lavados separandolos eficientemente de los tratamientos para evitar
hacerlo uno a uno.

8. Adicione de 0.5-1 ml del cultivo de Agrobacterium crecido la noche anterior. Agite
suavemente por 2 min. Unicamente, cultivos de Agrobacterium que fueron crecidos en
medio LB no selectivo deberan ser usados.

9. Retire los inéculos y remueva el liquido colocandolos brevemente en un papel filtro
esterilizado dentro de caja petri. Enseguida coloquelos dentro de las cajas con agar
para cultivo de callo.

10.Incube los inéculos (50 por caja de petri) en cdmara de cultivo por dos dias para
permitir la infeccion de Agrobacterium.
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11.Transfiera los inéculos a dentro de 10-20 ml de medio liquido para induccién de callo.
Agite vigorosamente para eliminar la agrobacteria. Secar los indculos colocandolos por
unos pocos segundos en un papel de filtro esterilizado.

12.Transfiera los inéculos al medio sdlido selectivo 1 (V750, K50] conteniendo
vancomicina y canamicina, tomando cuidado de que los in6culos estén en completo
contacto con el agar.

13.Incube por dos semanas en camara bioclimatica. Después de 2-3 semanas aparecera
un tejido de callo verde sobre la superficie de los inéculos.

14.Transfiera los inéculos a medio selectivo 2 (V500, K50). Dos semanas después los
callos empezaran a formar brotes. Estos brotes son a menudo vitreos debido a la
presencia de la vancomicina. Bajar las dosis de vancomicina gradualmente desde 250
hasta O mg:| después de 5-6 semanas de cultivo.

15.Transfiera brotes no-vitreos normales a medio de germinacion y cultivelos a baja
densidad para permitir su establecimiento. 50 % de los brotes regenerados produciran
raiz y podran ser transferidos a suelo para su establecimiento. Sin embargo, ambos
brotes enraizados o sin enraizar produciran semillas /in vitro con igual eficiencia.

16.Para probar una estable transformacion genética la expresion y segregacion
mendeliana de los marcadores genéticos introducidos se analiza en la progenie T2 de
los brotes T1 transformados. Las semillas T2 seréan germinadas en el medio GM K50
en cajas de petri e incubadas por dos semanas en camara bioclimatica. Germinados
sensitivos no formaran raiz u hojas y desarrollaran cotiledénes blancos mientras que
los germinados resistentes [germinados transgénicos) seran fenotipicamente
normales.

AcTIVIDADES DE COMPRENSION 0 EvALUACION

1. Comenta en clase cinco trabajos exitosos desarrollados con esta técnica.
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PRACTICA 11
CRIOPRESERVACION

INTRODUCCION

La criopreservacion es el almacenamiento de material bioldgico a ultra-bajas
temperaturas, usualmente en nitrégeno liquido (-196°C). Es el Unico método seguro
actualmente disponible y rentable para la conservacion a largo plazo de recursos genéticos.

Una multitud de factores influyen en la efectividad de la criopreservacion de células, tejidos
u 6rganos vegetales; por ejemplo, especie, tipo y tamano de inoculo, edad y etapa de
crecimiento, composicion, pH y osmolaridad del medio de cultivo, contenido de agua del
in6culo, composicion y contenido de lipidos de la célula, densidad celular al congelamiento,
tasa de enfriamiento, temperatura y duracion del almacenamiento, adicion de
crioprotectores, tasa de descongelacion y composicion del medio de recuperacion. La
adicidn de agentes crioprotectores generalmente incrementa la tasa de supervivencia, sin
embargo, existen casos de supervivencia sin aditivos protectores

En vegetales, la criopreservacion de meristemos, brotes apicales, o brotes son
potencialmente utilizados para colecciones de clones. Se utilizan dos metodologias
generalmente. La primera es utilizar la habilidad de algunas especies para aclimatarse al
frio o temperaturas muy bajas, considerando que la segunda utiliza la adiccion de
crioprotectores para reforzar la sobrevivencia de especies que no son resistentes al frig;
los crioprotectores mas utilizados son: el Dimetilsulfoxido (DMS0O) o combinaciones de
DMSO con sacarosa, glucosa, polietileno glicol o pralina.

Las primeras técnicas de criopreservacion [(clasicas) comprenden una serie de
combinaciones de tratamientos crioprotectivos seguidos por el congelamiento vy
almacenamiento usando congeladores programables.

Para el congelamiento de tejidos y 6rganos diferenciados tales como apices, embriones
somaticos y cigaticos han sido desarrolladas nuevas técnicas recientemente. Estas estan
basadas en la remocion de la mayor parte del agua del tejido sin causar dafios. Se pueden
identificar los siguientes procedimientos de criopreservacion: (] encapsulacion-
deshidratacion, [ll) vitrificacién; (lll] encapsulacién-vitrificacion; (IV] deshidratacion; (V)
precultivo; (VI) precultivo-deshidratacion, y [VII) congelamiento en micro-gotas.

OBJETIVOS

* FEvaluar el efecto de preacondicionamiento en distintos niveles de sacarosa en la
regeneracion de brotes apicales de C. sinensis (L) Osbek var. valencia
criopreservados.

* Establecer los niveles o6ptimos de vitrificacion-deshidratacién de los brotes
encapsulados para la supervivencia de brotes criopreservados.
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* Evaluar el efecto de la citocinina benciladenina (BA) en el recrecimiento de los brotes
criopreservados.

INVESTIGACION REQUERIDA

Mecanismos naturales de resistencia a la congelacion, criopreservadores

MATERIAL

* Soluciones de sacarosa

* Solucion de alginato de sodio al 3%

* Micro pipetas y puntas esterilizadas

* Filtros micropore de 0.22um

* Cristaleria esterilizada: cajas de petri, matraces erlenmeyer, vasos de precipitado
* Instrumental esterilizado: pinzas, bisturi, espatulas

DESARROLLO

1. Material vegetativo:

Se utilizaran como fuente de brotes, baretas provenientes de arboles donadores de yemas
de Citrus sinensis (L.) Osbeck var. valencia conteniendo un promedio de 10 yemas cada
una.

2. Preparacion del inoculo:

Después de lavarse con jaboén liquido, las baretas se esterilizaran por superficie con una
solucion de etanol al 70% por 30 segundos y posteriormente en una solucién de cloro
activo al 0.06% por 20 minutos. Se enjuagaran con agua destilada esterilizada y se
incubaran en probetas conteniendo agua esterilizada para la obtencion de brotes de las
yemas vegetativas. El proceso se desarrollara en camara bioclimatica a 27°C con un
fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad con una intensidad de 45 PEm®s’ proporcionado por
ldmparas de luz fluorescente blanca.

3. Aislamiento y cultivo de brotes apicales:

Después de 5 semanas de cultivo de las baretas, se seleccionaran arbitrariamente brotes
con una longitud promedio de 1 cm. Se separaran de la bareta y se esterilizaran por
superficie con una solucion de etanol al 70% por 10 segundos y posteriormente con una
solucién de cloro activo al 0.06% por 15 minutos. Se enjuagaran en campana de flujo
laminar con agua destilada esterilizada por 4 veces y se colocaran dentro de cajas de petri
esterilizadas hasta su uso. Con ayuda de un estéreomicroscopio se disertaran los
primordios de hoja hasta alcanzar a visualizar solo la presencia de 2-3 primordios
cubriendo el domo meristematico, antes de aislar el brote apical (aprox. 1 mm.) con una
navaja.
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4. Medios de cultivo:
A todos los medios de cultivo se ajustaréa el pH a 5.7, se solidificaran con 8 grl' de agar, y se
esterilizaran a 120°C por 15 min. a 15 Ib. de presion.

5. Medio de cultivo de preacondicionamiento:

Para el proceso de pre-acondicionamiento de brotes apicales se utilizara el medio de cultivo
Murashige-Skoog (MS) al 50%, adicionado de sacarosa 0.22 M, 100 mg.I" de mio-inositol, 0.2
mg-l" de tiamina, 1 mg:I" de piridoxina-HCI, 1 mg-I" de ac. nicotinico.

6. Medio de cultivo de regeneracion:

Para la regeneracion de brotes encapsulados se utilizara el medio de cultivo MS (1962),
adicionado de las vitaminas del medio de Gamborg (1963), 2 uM de BA, y 30 grl" de
sacarosa.

/. Ensayos de preacondicionamiento a la sacarosa:

Para evaluar los efectos de la sacarosa en el crecimiento y desarrollo después de la
criopreservacion, un grupo de brotes disectados se colocaron sobre la superficie del medio de
cultivo de preacondicionamiento probandose concentraciones de sacarosa desde 0.09. 0.15,
0.22, 0.29 y 0.44 M. El grupo de brotes se mantuvo a temperatura constante de 27 °Cy a un
fotoperiodo de 16/8 h (luz/oscuridad) con una intensidad de 45 pEm®s” proporcionado por
ldamparas de luz fluorescente blanca. Los parametros a evaluar fueron altura de brotes,
nimero de hojas expandidas completamente y porcentaje de materia seca de los brotes, 8
semanas después de iniciado el preacondicionamiento.

8. Encapsulacion-vitrificacion:

Para el proceso de encapsulacion, los apices fueron inmovilizados por inmersién directa en
medio de cultivo MS adicionado con 3% (p/v] de alginato de sodio, 2 M de gliceral, y 0.4 M de
sacarosa de acuerdo a la metodologia descrita por Wang et al (2000). Los apices fueron
removidos de esta solucién con ayuda de una pipeta de 10 ml. esterilizada y fueron
adicionados por goteo (1 apice por gota) a una solucién 0.1 M de CaCl- conteniendo gliceral 2
M y sacarosa 0.4 M a temperatura ambiente. Las esferas formadas (4 mm. de diametro)
conteniendo dentro el apice se mantuvieron en la solucion por 30 min. en agitacion suave
para consolidar la polimerizacion. Para la vitrificacion, las esferas se removieron de la mezcla 'y
se enjuagaron tres veces con medio MS de regeneracion y se precultivaron paso a paso, en
medio sdlido enriquecido con incrementos de concentracion de sacarosa de 0.3, 0.5, 0.7 y 1
M, por 4 dias, un dia en cada paso, en agitacion continua de 100 rpm.

Las condiciones de cultivo fueron a temperatura constante de 27 °C y a un fotoperiodo de
16,/8 h (luz/oscuridad) con una intensidad de 45 pEm®s’ proporcionado por ldmparas de luz
fluorescente blanca. Se evalud el porcentaje de supervivencia.

9. Deshidratacion:

Las esferas precultivadas se colocaron sobre papel filtro esterilizado dentro de cajas de
petri y se deshidrataron en la corriente de aire de la campana de flujo laminar a
temperatura y humedad ambiente por 8 h. Después de la deshidratacion, diez esferas
precultivadas fueron transferidas dentro de un vial de 2 ml y se almacenaron directamente
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en nitrogeno liquido (NL) por 1 h. Para determinar el tiempo 6ptimo de deshidratacion, se
deshidrataron esferas precultivadas conteniendo el brote, tomadas del grupo de brotes
preacondicionadas con 0.09 M de sacarosa por periodos de 0-10 h. El contenido de
humedad de las esferas fue medido secandolas en estufa a 80°C por 48 h. Después de la
deshidratacion, se colocaron 10 esferas por tubo de 2 ml y se almacenaron directamente
en el NL. El descongelamiento se desarrolld por inmersion de los viales sacados
directamente del NL en agua a 40°C por 3 min. Se evalué el porcentaje de supervivencia.

10. Protocolo estandarizado:

De acuerdo a los resultados preliminares de los efectos en la supervivencia de los brotes
debidos al precultivo en sacarosa, encapsulacion, vitrificacion y deshidratacion se establecio el
siguiente protocolo:

Los grupos de brotes preacondicionados con 0.09, 0.15, 0.22 y 0.29 M de sacarosa en el
medio respectivamente y encapsulados, fueron precultivados independientemente en medio
s6lido enriquecido con incrementos diarios de concentraciones de sacarosa desde 0.3, 0.5,
0.7,y 1.0 M por 4 dias y entonces deshidratados hasta un 17% de humedad antes de
almacenarse en NL por 1 h. Los brotes criopreservados se descongelaron rapidamente en
agua a 40°C por 3 min. Se evaluo el porcentaje de supervivencia.

11. Cultivo de regeneracion:

Las esferas descongeladas fueron postcultivadas en cajas de petri conteniendo el medio de
regeneracion en la oscuridad por 48 horas para posteriormente ser transferidos a las
condiciones de cultivo del preacondicionamiento y evaluar la supervivencia. La supervivencia
fue determinada por el porcentaje del nimero total de brotes que mostraron color verde
después de 2 semanas de postcultivo. En la regeneracion fue observada la formaciéon de callo,
elongacion del brote y el nimero de hojas abiertas completamente después de 8 semanas de
cultivo. Los efectos de las concentraciones de BA desde 04 uM en la supervivencia y
regeneracion fue evaluada.

AcTIVIDADES DE COMPRENSION 0 EvALUACION

1. ¢Qué es un crio preservador y cuantos tipos conoces?
2. ¢Qué mecanismos de resistencia a la congelacion emplean los vegetales?
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