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1. DESCRIPCION DEL SISTEMA
1.1 Presentacion General.

Los programas Ingenieria Agronémica y Licenciatura en Produccion Agropecuaria de la
Universidad de los Llanos cuentan con cursos de Biotecnologia o CTV como el programa
de Ingenieria Agrondmica y Lic. En Produccidon Agropecuaria, los cuales brindan a los
educandos conocimientos cientificos y destrezas que tienen creciente demanda a nivel
local, regional y nacional en su perfil profesional de acuerdo con lo reportado por el
Observatorio Colombiano de Ciencia y Tecnologia. No obstante, el manejo de
actividades en el laboratorio requiere pleno conocimiento en el area de cultivo de
tejidos vegetales que involucra pleno conocimiento del mismo, de aparatos,
instrumentos, reactivos, cuartos de incubacién, de crecimiento y de procesos
particulares para la preparacion de stocks, medio de cultivo, manejo in vitro y ex vitro
de plantas, cuestion en la que los estudiantes presentan dificultades para la ejecucion

de las actividades.

Por tal motivo, la integracion de las TIC resulto ser un apoyo para el desarrollo del
curriculo de los cursos referidos. Sumado a estos materiales multimedia, la
metacognicion permite que el estudiante autorregular su aprendizaje, y aprenda a
aprender, de tal manera que, en la orientacién, a través de un software virtual e
integrado con un modelo pedagdgico, el estudiante va a ser el eje rector de su
aprendizaje. Por eso se diseno y desarrollo del software educativo multimedia para el
estudio de C.T.V con los componentes técnicos, pedagogicos y cientificos va a permitir

implementar a los usuarios, el material multimedia para su ensefianza y aprendizaje.



Pagina principal del Sitio Web Oficial de los procesos de aprendizaje para los
programas de Ingenieria Agronomica y Lic. En Produccion Agropecuaria de la
universidad de los llanos.

Elementos que podemos observar en el sitio Web:

2. INICIO DE SOFTWARE EDUCATIVO

1 Baner
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LABORATORIO VIRTUAL

Cultivo de Tejidos
Vegetales

En el laboratorio se desarrollan procedimientos de
cultivo in vitro. Conoceras los procedimientos para la
preparacion de medios de cultivo y los pasos para el

resultado final de la plata.
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Modulo 1. Conociendo el laboratorio Modulo 2. Preparacion de Stocks Modulo 3. Preparacién de Medios de Cultivo Modulo 4. Micropropagacion in vitro
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Modulo 6. Cultivo in vitro de meristemosy  Modulo 7. Rescate y cultivo de embriones
Modulo 5. Etapa ex vitro apices. cigoticos. Practica con las simulaciones

Figura 1 pagina principal




o BARRA MENU

En esta seccion se muestran los diferentes menus de opciones segin los
modulos solicitados.

CTVirtual & Inicio Modulos ~ & Créditos < Contacto

Figura 2. Barra Menu

o BANER

LABORATORIO VIRTUAL

Cultivo de Tejidos
Vegetales

En el laboratorio se desarrollan procedimientos de
cultivo in vitro. Conoceras los procedimientos para la
preparacion de medios de cultivo y los pasos para el

resultado final de la plata

Figura 3. Baner
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Modulo 1. Conociendo el laboratorio Modulo 2. Preparacion de Stocks Modulo 3. Preparacién de Medios de Cultivo Modulo 4. Micropropagacion in vitro

CONTENIDO

L ¥

Modulo 6. Cultivo in vitro de meristemosy = Modulo 7. Rescate y cultivo de embriones
localhost:3000/#Inicio oiSMSET =Y Qlife} apices. cigoticos Practica con las simulaciones

Figura 4. Contenido

Dependiendo de las opciones del menu, y de cada Moédulo se mostrara un
contenido diferente.



3. MODULOS

Con la existencia de los diferentes modulos, cada uno de estos mismos contienen
una informacion correspondiente a la cual desea acceder. Este formato de
seleccion consta de 8 campos en los cuales el usuario debera elegir la opcion
segln sea la necesidad de informacion.

3.1 Modulo 1

El modulo uno es una recopilacion de la informacion encontrada en el laboratorio de
cultivo de tejidos vegetales el cual tiene como utilidad darle al estudiante la oportunidad de
observar y aprender lo relativo a las areas de trabajo que va a encontrar en el transcurso de
la aplicacion de su conocimiento en el laboratorio.

Este mddulo entrega un recorrido virtual de del laboratorio de cultivos vegetales de la
universidad de los Ilanos e informacién de los elementos usados en el mismo.

Figura 5. Inicio de recorrido

CTVirtual
Hola, Bienvenido!

En el laboratorio se desarrollan procedimientos de cultivo in vitro.

Posee diferentes secciones para el control sanitario y el manejo de material
vegetal. Las secciones de entrada y salida, lavado y estirilizacién cuarto de
vidrieria y reactivos, cuarto de preparacion de medios, cuarto de siembra y de

crecimiento

[#7]

Figura 6. Informacion de inicio
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CTVirtual ~ # Inif e **=&ditos ¥ Contacto

Se usa para hervir el agua y agitarla. Es
Laboratorio d¢ el caso del stock de micronutrientes #5
A al bafo maria o en la dilucion al
Phytagel con agua hirviendo y su
posterior agitacion para que la
sustancia se homogenice.

Para el funcionamiento de la plancha se
coloca un aluminio y se enciende; si se
necesita que mande el pulso electro
magnético para agitar se mueve la

perila. Si no se cuenta con
calentadora-agitadora se usa una
estufa eléctrica.

Figura 7. Salon De Biologia Molecular

Las medidas en micras como en el
caso de la aplicacion de reguladores de
crecimiento se utiliza la micropitpeta.
Este instrumento permite medir en
mircolitos () la cantidad de sustancia
que se necesita para la aplicacién en
medio de cultivo de manera precisa y
reduciendo el gasto del producto en
uso.

llllllllllllllllLLL“JLIllllllllllllll\l\\\\\\

Figura 8. Elemento De Biologia Molecular
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CTVirtual ~ # Inich & Créditos 7 Contacto

Este aparato también necesita una toma directa
para el suministro de agua; sin embargo
existen aparatos con aplicaciéon manual.

Antes de encender la autoclave toca determinar
los psi(20), la temperatura (121°C) y el tiempo
(20 minutos). Se introduce el material,
esperando que alumbre la hilera de bombillos
que va de amarilla a verde y amarilla.

Luego oprime ON, dando por determinado el
proceso al apagar (oprimir off), bajar la palanca
de estirilizacion y sacar el material
descontaminando (foto 5). Generalmente se
esterilizan frascos contaminados con hongo,
bacterias, entre otros fitopatégenos y, material
de uso en camara de flujo laminar como las
aguas destiladas-estériles, cajas Petri, la
herramienta, el papel kraf o medios de cultivo
que se preparan para la siembra

Figura 9. Lavado, destilacion y esterilizacion

it

CTVirtual ~ # Inicie & Créditos ¥ Contacto

v

Laboratorio de

7

Fiu 11. Invernadero
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3.2 Modulo 2

El modulo dos es una recopilacion de la informacion necesaria para la elaboracion de
stocks la cual se le presenta al estudiante en una subdivision de 7 presentaciones y un sub
modulo de simulaciones lo que le da la oportunidad de observar y aprender lo relativo al
area de la preparacion de stocks.

Vitaminas. B1 o Tiamina.

Fuente de Carobono. Composicion Fitohormonas. Reguladores de Crecimiento Sustancias Organicas jPreparatel. Practica de laboratorio

Figura 12. Preparacion De Stocks

3.2.1 Elaboraciéon De Stocks

Es una descripcién del concepto y materiales de los Stocks.

Introduccion!

ELABORACION DE STOCKS

Las tejidos vegetales in vitro necesitan unas
concentraciones de macro y micronutrientes, vitaminas,
fuente de carbono entre otros para su crecimiento y
diferenciacion. Generalmente estas fuentes son sintéticas
por lo que son productos industriales, no obstante se
puede suplementar con productos organicos como el
agua de coco.

Medio MS @ Sotck(s) @

Figura 13. Concepto De Stocks

13



3.2.2 Macronutrientes

Es una descripcion del concepto de Macronutrientes.

Macronutrientes

(Stock 1y 2)

Los macronutrientes son los elementos que necesita la planta en mayor concentracion. Estos se caracterizan en
primarios (N, P y K) y secundarios (S, Ca y Mg); el C, Hy O los obtiene del agua y del aire y fuente de carbono. Los
nutrientes que necesita la planta, en mayor cantidad, son brindados por el stock 1 y 2 preparados a 50x y 333x
respectivamente.

Macronutrientes de stock 1

NUMERO CANTIDAD  AGUA

STOCK COMPUESTO (gr) DESTILADA

1 NO3NH, 825 100 mi
KNO; 95

MgS0..7H,0  0.902

KHoPO4 0.85

Figura 14. Macronutrientes
3.2.3 Micronutrientes

Es una descripcion del concepto de Micronutrientes.

Los micronutrientes son elementos que la planta requiere en menor cantidad. Estos son el Boro (B), Manganeso (Mn),
Zinc (Zn), Cobre (Cu), Cobalto (Co), Molibdato (Mo), Clore (CI), Yodo (1) e Hierro (Fe).

Los micronutrientes que se aplican al medio de cultivo estan divididos en 3 stocks. El stock 3, 4 v 5 y sus
concentraciones se van aumentar a 1000X, 1000X y 200X, respectivamente. El stock 5 se aplica el NaEDTA en 10 ml
de agua destilada. Luego en un Baker se aplica 15ml de agua destilada se pone al bafio maria y se aplica el FeS04.
Terminadas de preparar, las sustancias se mezclan y se llevan a un volumen de 25mL. Se debe cubrir con papel
aluminio.

Micronutrientes de stock 3 Micronutrientes de stock 4
NUMERO CANTIDAD AGUA NUMERO CANTIDAD AGUA
STOCK COMPUESTO (gr) DESTILADA STOCK COMPUESTO (gr) DESTILADA
3 H3BO3 0,031 1ml 4 Kl 0,004 1ml

MnSO4.HzO 0.0845

Micronutrientes de stock 5
CuS04.5H20  0,000125

NaMoO4 21,0 | 0,00125 NUMERO CANTIDAD  AGUA
STOCK COMPUESTO (gr) DESTILADA
ZnS047H,O 0,043
5 NaEDTA 0,18625 25 ml
CoCla.5HzO  0.000125
FesOy 0.13925

Figura 15. Micronutrientes
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3.2.4 Vitaminas

Es una descripcion del concepto de Vitaminas.

(Stock 6)

Generalmente, en el cultivo de tejidos se usa vitaminas
del complejo B, principalmente necesita de la vitamina B1
o Tiamina. Designado aqui como stock 6. Este se puede
preparar a una concentracion de 50X.

Vitamina B1 de Stock 6

NUMERO CANTIDAD AGUA
STOCK COMPUESTO (gr) DESTILADA
6 Vitamina B1 0.0005 100 ml

Figura 16. Vitaminas
3.2.5 Fuente de carbono

Es una descripcion del concepto de Fuente de carbono.

Fuente de carbono

(Stock 7)

Las fuentes de carbono le brindan a los tejidos vegetales energia y regulacion
osmotica. El Mio-inositol es una de las mas utilizadas. Generalmente se

prepara el stock 7 a una concentracion de 50X, aunque se recomienda hacer
aplicacion directa.

Macronutrientes de stock 7

NUMERO CANTIDAD AGUA
STOCK COMPUESTO (gr) DESTILA
7 MIO-INOSITOL 0.5 100 ml

Figura 17. Fuente de carbono
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3.2.6 Fitohormonas

Es una descripcién del concepto de Fitohormonas.

Fitohormonas

(Stock 8, 9y 10)

Las fitohormonas o reguladores de crecimiento son compuestos que permiten potenciar el crecimiento y diferenciacion
de los tejidos vegetales. Las plantas utilizan naturalmente, las auxinas, responsables del crecimiento de los tejidos,
formacion de callo, desarrollo de primordios foliares y enraizamiento; las citoquininas, favorecen la division celular; y
Giberilinas, permiten el crecimiento, rompimiento de la latencia del embrién gue involucran el transporte de nutrientes y
yemas axilares y apicales para iniciar |a floracion.

Los organismos vegetales necesitan para su normal desarrollo fitchormonas, de tal manera que en el cultivo in vitro se
aplican sintéticas para impulsar el desarrollo de los explantes. Las mas utilizadas son el ANA (acido naftalenacético),
BAP (bencyl amino purina) y AG3 (acido giberélico) que corresponde al stock 8, 9 y 10, respectivamente.

Acido Naftalenacético de Stock 8. Bencyl Amino Purina de stock 9.
NUMERO CANTIDAD AGUA NUMEROQ CANTIDAD AGUA
STOCK COMPUESTO (gr) DESTILADA STOCK COMPUESTO (gr) DESTILADA
8 ANA 0.1 100 mi 9 BAP 0.1 100 mi

Figura 18. Fitohormonas
3.2.7 Sustancias Organicas

Es una descripcion del concepto de Sustancias Organicas.

Sustancias Organicas

Las sustancias organicas son compuestos no sintéticos que se toma de otros
vegetales para suplementar el medio de cultivo y disminuir el gasto de sales de
MS. En cultivo in vitro se utilizan bastantes; no obstante el que presenta mejor
resultado es el cotiledén liquido, que se usa del agua de coco. Permite reducir
costos en la compra de reactivos y favorecer el desarrollo de la planta, pues
contiene los micro y macro nutrientes, vitaminas entre otros componentes,
también contiene reguladores de crecimiento.

Figura 19. Sustancias Organicas

16



3.2.8 Practica

[ aboratorio Virtual de Caltive

EJ

©

| Figura 20. Practica

3.3 Modulo 3

El modulo tres es una recopilacion de la informacion encontrada en la Preparacion de
Medios de Cultivo usados en el cultivo de tejidos vegetales el cual tiene como utilidad darle
al estudiante la oportunidad de observar y aprender lo relativo a las areas de trabajo que va
a encontrar en el transcurso de la aplicacion de su conocimiento en la disciplina.

~
CTVirtual  # Inicio  Modulos ~ & Créditos ¥ Contacto

Las plantas necesitan un
soporte para su desarrollo
radicular y sostenimiento.

Introduccién. Preparacion de Medios de
Cultivo.

La composicién del medio de
cultivo esta definida por los
siguientes requerimientos de
los explantes

Componentes del medio de cultivo

Figura 21.

El medio de cultivo da al
explante cultivado in vitro los
nutrientes, vitaminas, fuente
de carbono y sostén para un

desarrollo idoneo.

Medios de Cultivo

Ejercicio practico para que
recuerdes las composiciones
de los stocks.

iPreparatel. Practica de laboratorio

Modulo 3



3.3.1 Preparacion De Medios De Cultivo

Introduccicon!

PREPARACION DE MEDIOS
DE CULTIVO

Las plantas necesitan un soporte para su desarrollo radicular y sostenimiento:
nutrientes, vitaminas, fuente de carbono y reguladores de crecimiento para un
efectivo establecimiento in wvitro vy para su posterior adaptacion ex witro. EI
medio de cultivo debe cumplir requisitos estandanzados para que la produccion
de vitroplantas no presente ninguna complicacion.

En este capitulo podras encontrar lo necesario para continuar con el aprendizaje de
cultivo de tejidos vegetales, recuerda tienes al final un ejercicio practico para que
interactues y refuerces adn mas en la preparacidon en un laboratorio.

| Medios de Cultivo ]| Componentes del medio de cuitivo | Simutacion |
Figura 22. Preparacion De Medios De Cultivo

3.3.2 Medio de cultivo

En este sub modulo se da una explicacién de lo que es un medio de cultivo y lo muestra.

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Medio de cultivo

El medio de cultivo da al explante cultivado in vitro los
nutrientes, vitaminas, fuente de carbono y sostén para un
desarrollo idoneo. Como ya se habia mencionando en el
capitulo anterior, el medio utilizado esta estandarizado con
base en las sales de Murashige y Skoog. Para el
crecimiento de meristemos o microestacas, el medio de
cultivo es suplementado con reguladores de crecimiento o
productos organicos.

El uso de los componentes del medio, cuando se realiza el caldo nutritivo, al igual que las condiciones del cuarto de
crecimiento, permite el desarrollo de las raices, tallo, peciolo y hojas.

Figura 23. Medios De Cultivo
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3.3.3 Componentes Medio de cultivo

En este sub modulo se muestra la composicion del medio de cultivo requerido para los
explantes.

Componentes del medio de cultivo

La composicion del medio de cultivo esta definida por los siguientes
requerimientos de los explantes.

Agua.

El agua que se utiliza en el laboratorio es destilada. No se
recomienda el uso de aguas “duras” por poseer altas

concentraciones de Ca y Mg que pueden desregular el uso de sales
de MS cuando se aplican.

Figura 24. Componentes Medios De Cultivo

3.3.4 Ejercicio practico

T "
O
&
K
Figura 25. Ejercicio practico
3.4 Modulo 4
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El modulo cuatro es una recopilacion de las técnicas de micro propagacion in vitro usadas
en en el cultivo de tejidos vegetales el cual tiene como utilidad darle al estudiante la
oportunidad de observar y aprender estas mismas.

y
\A
J
y .‘\n )

Introducci(';n, MICROPROPAGACION IN x
VITRO. Planta donadorass Sustancias de limpieza y desinfectantes. Preparacion de camara de flujo laminar

o |

Meristemos. Extraccion, siembra e incubacion

Figura 26. Indice Modulo 4

3.4.1 Micro propagacion In Vitro

Es una descripcion de la técnica de Micro propagacion In Vitro.

MICROPROPAGACION IN
VITRO

(Planta donadora, Sustancias de limpieza vy desinfectantes, Preparacion de camara de
flujo laminar, Meristemos, Extraccion, siembra e incubaciaon, Corte de explantes despues
de protocolo de desinfeccidon, Microestacas, Crecimiento de microestacas)

“ El cultivo de tejidos vegetales incluye diferente fécnicas de
micropropagacion in vitro: siembra de meristermos, ovulos, anteras,
embrones y fejidos radiculares, caulinares, peciolares, fofiares y florales; no
obstante, cuando fas vitroplantas se han desarmollado, se puede levar
directamente a la efapa ex vitro o multiplicar el maternial obterndo. Por eso para
propagacion asexual se pueden utiizar los meristemos axilares y apicales,
obtermiendo de 3 a 5 microestacas.

En este capitulo podras encontrar lo necesario para continuar con el aprendizaje de
cultivo de tejidos vegetales

Figura 27. Micro propagacion In Vitro
3.4.2 Planta donadora
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Es una descripcion del proceso de Planta donadora.

Planta donadora

De la planta donadora o planta madre es donde se toma el
explante.

El explante es el tejido vegetal que se corta para

empezar <l cultivo in vitro. 5in embargo, el material que

se cultive, se debe garantizar libre de patégenos y el |

genotipo de interés (brasilera). Los mernstemos apicales

son los mejores tejidos ya que los haces vasculares X -
(xilema y floema) no imgan directamente el domo | J&5
meristematico y, por ser los puntos de crecimiento que \

presentan los niveles mas altos de totipotencia y células
indiferenciadas.

Antes de hacer la toma de explantes apicales del tallo (se
utiliza la variedad brasilera) debe estar un minimo un
mes en invernadero, bajo condiciones controladas, libre
de agentes patogenos: el llamado estado de cuarentena.

Fi’gura 28. Planta donadora

3.4.3 limpieza y desinfectantes

Es una descripcion del proceso limpieza y desinfectantes de la Planta donadora.

Sustancias de limpieza y desinfectantes

Antes de ir a tomar el explante se debe alistar las sustancias para
limpiar y desinfectar el tejido.

Dentro de las sustancias de limpieza esta el uso de jabén que se prepara al 1%. Esto indica que por cada litro se aplica
un 1gr de jabén. El jabén se diluye en agua destilada-estéril (D-E). Para la limpieza se prepara la sustancia
desinfectante (SD) 1 (Alcohol) y 2 (Hipoclorito) de acuerdo a lo establecido en la siguiente tabla.

Sustancias desinfectantes (Manihot esculenta)

# Tiempo de
Sustancia  Sustancia exposicion
1 Alcohol 70% 20 segundos
2 Hipoclorito de Sodio 5 minutos

1%
Figura 29. Limpieza y Desinfectantes

3.4.4 Preparacion de camara de flujo laminar
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Es una descripcion del proceso a realizar para el uso de una camara de flujo laminar.

Preparacion de camara de flujo laminar
En la camara de flujo laminar se realizan las siguientes actividades:

1 Se prende la luz y el flujo

2 La luz ultravioleta durante 20 minutos y se deja en reposo 40 minutos

3 Limpieza de camara con alcohol de adentro hacia fuera utilizando algodon

4 Se enciende un mechero

5 se limpia con alcohol los medios de cultivo, el estereoscopio

6 Ubica las cajas Petri, mango de bisturi, pinzas y papel Kraf previamente esterilizados
La caja Petri se pone en el punto de vista del esterecscopio, el papel kraf debajo de un vaso de

7 vidrio con alcohol al 96%, al mango se le pone la cuchilla y con las pinzas se pone en el interfaz del
papel kraf
A un lado se pone las 5D, las aguas D-E y el material vegetal para micropropagar; todo lo

8 mencionado se ejecuta para la extraccion de meristemos. Para microestacas no se incluye
estereoscopio, ni 5D ni agua D-E.

Figura 30. Preparacion de cAmara de flujo laminar
3.4.5 Meristemos

Los tejidos vegetales, que presentan mayor
nivel de totipotencia son los meristemos.

Los meristemos generalmente se encuentran ubicados en el apice del tallo,
meristemo apical del tallo (MAT), o, la raiz, meristemo apical de la raiz (MAR).
Existen, también, los meristemos axilares (MA) o intercalares (MI), que se
encuentran en la posicion nodal o entrenudos. Estos tejidos (MAT, MAR y MA)
poseen mayor totipotencia, elevadas tasas de division celular (mitosis) por ser
puntos de crecimiento e indiferenciacion; que facilmente en un medio de cultivo
idéneo pueden generar una nueva planta.

Figura 31. Meristemos

3.4.6 Extraccion, siembra e incubacion
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Es una descripcion del proceso de Extraccion, siembra e incubacion.

Micropropagacion in vitro

Extraccion, siembra e incubacion

e las plantas donadoras se corta los explantes apicales, en

este caso los de la porcion apical del tallo, donde se encuentra
(MAT) y se deja sumergir directamente en 1% de NaOCl y después
su lavado por 3 A-D-E.

Figura 32. Extraccion, siembra e incubacion

3.4.7 Micro Estacas

Es una descripcion del tratamiento que se le dan a las Micro Estacas.

Micropropagacion in vitro

|[IH el regeneracion de brotes.

Después de sembrar el tejido meristematico la planta dura dos meses
para generar brote (tallo, peciolo y hojas).

El subcultivo se realiza a través de cortes diagonales uninodales a los brotes obtebidos, generando microestacas que se
siembran en medio de cultivo MS-MB2 para el desarrollo de raices, tallo y hojas. Se etiqueta los tarros con el genotipo
(Brasilera), fecha y medio de cultivo.

Cerrar

Figura 33. Micro Estacas
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3.4.8 Crecimiento de Micro Estacas.

Es una descripcién del tratamiento que se ejecuta para el Crecimiento de Micro Estacas.

Micropropagacion in vitro

Crecimiento de microestacas.

Los tarros se llevan a cuarto de crecimiento que presenta
las siguientes caracteristicas: temperatura de 300C,
Luminosidad de 3.000 lux y un fotoperiodo de 16 horas luz
y 8 noches. Para mantener el atmosfera estéril se deja
alcohol e hipoclorito en diferentes puntos del cuarto para
su volatilizacion.

Cerrar

Figura 34. Crecimiento de Micro Estacas
3.4.9 Propagacion Masiva por Micro Estacas

Es una descripcién del tratamiento que se ejecuta al finalizar el Crecimiento de Micro
Estacas.

Micropropagacioén in vitro

Propagacion masiva por microestacas.

Las apicales se siembra aparte pues su crecimiento es mas rapido.

espués de que la vitroplanta haya desarrollado sus tejidos

(brote de meristemo y regeneracion de plantula microestaca)
se procede aplicar para la propagacion masiva el subcultivo de
cada vitroplanta obtenida para extraer entre 3 y 4 microestacas
nodales y una apical.

Cerrar

Figura 35. Propagacién Masiva por Micro Estacas

3.5 Modulo 5
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El modulo cinco es una recopilacion del procedimiento que se realiza en la etapa ex vitro
usadas en en el cultivo de tejidos vegetales el cual tiene como utilidad darle al estudiante la
oportunidad de observar y aprender estas mismos.

Introduccién ETAPA.EX VITRO. Establecimiento ex vitro.

Protocolo para la produccion de
Jjavascriptvoid(0) Propagacién por miniestacas microestacas

Figura 36. Mddulo 5
3.5.1 Introduccién

Este sub modulo es una breve explicacion a los procesos ex vitro usados en el cultivo de
tejidos vegetales el cual tiene como utilidad darle al estudiante la oportunidad de observar y
aprender estas mismas.

Introduccidén!

ETAPA EX VITRO

(Establecimiento ex vitro. propagacion por miniestacas yv protocolo para la produccion de
microestacas)

“ I as wvitroplarfas poseen condiciones confrofadas y, con el farmo cerrado y
sellado, swinfercambio gaseoso es mimimo. Ia reqgulacicon estomatica in
vitro trerre miveles bajos, no obstante cuando la planta sale del frasco se
erffrenta a una atsmofera gque posee un mivel alfisirmo de COZ2 gue pusde
cauwusar darfio foliares v posible muerte de la planta. De tal manera gue f cuello
de botella de la produccron de material a traves del uso del cultivo de fejidos es
la eftapa ex wvitro, aun se hhan reporfado datos gue alcanzan el 90% de perdidas.

La aclimatacion ex wvitro del maternal vegetal va permitir aplicar protocolos de
miniestacas para potenciar la produccion masiva de plantas vy su paso a campo.

Cerrar

Figura 37. Introduccién Ex vitro
3.5.2 Establecimiento ex vitro
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Este sub modulo es una explicacion del procedimiento que se realiza al pasar las plantas del
medio de cultivo al suelo.

Etapa Ex Vitro

Establecimiento ex vitro

En esta etapa se saca la planta del frasco a un ambiente favorable
para su buen desarrollo. Los siguientes pasos son los que se deben
tener en cuenta para el establecimiento de las plantas a condiciones

naturales:

Escoger la vitroplanta que ya tenga el tamano
ideal: cuando toca la tapa del frasco.

Cerrar

Figura 38. Establecimiento ex vitro

3.5.3 Propagacion por Mini Estacas

Este sub modulo es una explicacion del procedimiento que se realiza en la técnica de
Propagacion por Mini Estacas al pasar las plantas del medio de cultivo al suelo.

Etapa Ex Vitro

Propagacion por
miniestacas

El numero de plantas obtenidas en cultivo de
tejidos aumenta significativamente con el uso
de la tecnica de miniestacas.

= Para este propdsito, despues de la aclimatacion de las wvitroplantas se
realizan cortes diagonales uninodales.

Es aconsejable que la planta no
presente total lignificacion en el tallo, en busca que la brotacion vy enraizamiento
sea mas rapido.

Cerrar

Figura 39. Propagacién por Mini Estacas
3.5.4 Protocolo para la produccion de micro estacas
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Este sub modulo es una explicacion del protocolo que se realiza en la técnica de produccion
de micro estacas al pasar las plantas del medio de cultivo al suelo.

Etapa Ex Vitro

Seleccion de planta aclimatada: debe presentar

tallo mas herbaceo que lenoso, generacion y

desarrollo de tejidos vigorosos, y adecuada

fertilizacion.

) La planta no debe estar infectada o infestada por algun
agente patégeno

Los cortes uninodales o binodales diagonales
se realizan con una cuchilla de bisturi
desinfestada en NaOClI al 3%.

Se aplica, enseguida, el protocolo de desinfeccion por

inmersion: Cal (3%) y fungicida (1%) por 2 minutos. Las
miniestacas se siembran en el sustrato que puede ser el mismo

utilizado en la etapa ex vitro.

Figura 40. Protocolo para la produccion de micro estacas
3.6 Modulo 6
El modulo seis es una recopilacion de la informacion acerca de los meristemos y apices

usadas en el cultivo de tejidos vegetales el cual tiene como utilidad darle al estudiante la
oportunidad de observar y aprender de estas mismas.

Introduccion. Cu o de meristemos
Méristemos

Aplic
iPreparatel. Practica de laboratorio

Figura 41. Médulo 6
3.6.1 Cultivo in vitro de meristemos y apices
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Este sub modulo es una descripcidn historica de los conceptos de meristemos y apices
usados en los cultivos in vitro.

Introduccicon!

Cultivo in vitro de
meristemos y apices

(Meéristemos, Apices y Aplicaciones del cultivo in vitro de meristemos y Apices)

“ El primer intento de cultivo in vitro de apices en un medio artificial
compuesto por safes inorgamicas y glucosa fue realizado por Robbins en
1922 [ vego Ball (1946) reporto el primer profocolo de regeneracion de plantas
utifizando meristemos apicales, con fo cual obtuvo plantulas enraizadas aptas
para trasplantar en el suelo. A este invesfigador se le reconoce como ef padre
de la micropropagacion.

*Morel v Martin (1952) utilizaron por primera vez el cultivo de meristemos para
obtener plantas de dalia y papa libres de virus. Stace-Smith y Mellor (1970)
implementaron la técnica de la termoterapia con el cultivo de meristemos para
optimizar la limpieza de tejido contaminado con virus.

Cerrar

Figura 42. Cultivo in vitro de meristemos y apices
3.6.2 Meristemos
Este sub modulo recopila y explica el concepto de Meristemos

Cultivo in vitro de meristemos y apices

Méristemos

Un meristemo es una estructura compuesta por células
no diferenciadas y totipotentes en constante y rapida
division celular. Se presenta con células pequenas, de
pared celular delgada, de forma poliédrica, en las cuales
el nucleo ocupa la mayor parte del volumen celular y se
caracteriza por la presencia de abundantes y pequenas
vacuolas.

Los meristemos son tejidos totipotentes que se
multiplican en forma activa y neoforman tejidos
diferenciados y ceélulas meristematicas nuevas. Son
responsables del crecimiento de las plantas y se
reconocen dos tipos: meristemos primarios,
responsables del crecimiento longitudinal de la planta y
se encuentran localizados en los extremos del tallo, Ia
raiz y las yemas; y meristemos secundarios,
responsables del engrosamiento de los tallos y las raices
debido a divisiones celulares que ocurren en el cambium

Figura 43. Meristemos
3.6.3 Apices

28



Este sub modulo recopila y explica el concepto de Apices

Apices

Meristemo Los analisis histolégicos permiten diferenciar  un
/aPical caulinar meristemo de un apice. Segun Roca (1980) un
meristemo apical esta conformado por el tejido joven mas
proximo al primordio (domo meristematico) foliar del tallo
con tamafioc menor que 0.1-0.3 mm, mientras que un
apice esta formado por el meristemo apical acompafiado

"

"

Nudo Hoja de varios prnmordios. Ambas partes se encuentran

Yema Entrenudo localizadas tanto en las yemas apicales como en las
ntrenu - - -

a:ula{ laterales cuyas células se diferencian hasta formar los

tejidos que conforman el cuerpo de la planta (soma).

Nudo Estas estructuras presentan una alta organizacion; por
tanto, mantienen la estabilidad genética.

El desarrollo de la yema apical ejerce un efecto de
control sobre las yemas basales, lo cual evita su
desarrollo. Este fendmeno se conoce como dominancia
apical y se debe a la accion de AIA sintetizado en las
yemas apicales que se distribuye en forma basipetala y

Cerrar

Entrenudo
Base del
entrenudo

Nudo

Entrenudo r

Figura 44. Apices
3.6.4 Aplicaciones del cultivo in vitro de meristemos y apices.

Este sub modulo recopila y explica las Aplicaciones del cultivo in vitro de meristemos
y apices.

Cultivo in vitro de meristemos y apices

Aplicaciones del cultivo in vitro de
meristemos y apices.

Algunas de las aplicaciones de mayor uso del cultivo de meristemos
y apices incluyen : (1) la micropropagacion; (2) la erradicacion de
patégenos, especialmente de origen viral; (3) la conservacion de

germoplasma in vitro; (4) el intercambio de germoplasma.

La micropropagacion.

a propagacion in vitro o micropropagacion se realiza a través de

Figura 45. Aplicaciones del cultivo in vitro de meristemos y apices.

3.6.5 Establecimiento ex vitro
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Este sub modulo recopila y explica los procedimientos a realizar para trasplantar las
plantas del cultivo in vitro al ex vitro.

Etapa Ex Vitro

Escoger la vitroplanta que ya tenga el tamano
ideal: cuando toca la tapa del frasco.

> Ocurre, generalmente, después de entre un mes y dos de
estar subcultivada y al presentar de 5 a 8 nudos.

Se puede dejar los tarros semi-destapados
hasta cuatro dias, fuera del cuarto de crecimiento.

> Con una leve radiacion solar de 7am a 9 am y de 3pm a 5
pm.

Figura 46. Establecimiento ex vitro
3.7 Modulo 7
El modulo siete es una recopilacion de la informacion acerca del Rescate y cultivo de

embriones cigdticos usadas en el cultivo de tejidos vegetales el cual tiene como utilidad
darle al estudiante la oportunidad de observar y aprender estos mismos.

h
Introduceion. Rescate y eulfivo de Eventos importantes en el desarmll(; de esta
embriones cigoticos. técnica

— 4

Fagtores queafectan el'eultivo in vitro de Aplicaciones de la técnica del cultivo de:
embriones cigoticos. Reguladores del crecimiento. embriones cigéticos.

Figura 47. Modulo 7
3.7.1 Rescate y cultivo de embriones cigoticos
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Este sub modulo recopila y explica lo necesario en el Rescate y cultivo de embriones
cigoticos.

Rescate y cultivo de embriones cigoéticos

‘ La técnica de rescafle y culfivo de embnriones in vitro consiste en aislar y culfivar embriones cigéticos inmaduros con
problemas de desarrollo, en un medio de culfivo artificial que confiene los requerimientos nutricionales que sustituyen
a los del endospermo.

Los conceptos que se presentan en esta seccion fueron tomados de Reed (2005), Litz (1993), Pierik (1990), Hu y Ferreira
(1998), Peralta (1990), Picca y Cardone (2004), Sharma et al. (1996) y Collins y Grosser (1984), quienes han trabajado
intensamente al respecto.

El desarrollo de un embridn cigdtico en una planta presenta un estado tempranc de caracter heterotréfico en el cual el
embrion se desarrolla a expensas de los nutrientes del endospermo (ya que tiene una baja capacidad de sintesis) y un
estado tardio de caracter autotréfico. Para la regeneracion de plantas mediante el rescate y cultivo in vitro se pueden
utilizar embriones tanto maduros como inmaduros.

Cerrar

Figura 48. Rescate y cultivo de embriones cigéticos
3.7.2 Eventos importantes

Este sub modulo recopila y explica los eventos importante sucedidos para el desarrollo de
las técnicas aplicadas en los cultivos vegetales.

Eventos importantes en el desarrollo de esta técnica

Eventos importantes en el desarrollo de
esta técnica.

El desarrollo de la técnica de rescate y cultivo de embriones se caracteriza por la ocurrencia de varios eventos
importantes. En 1940 Hanning(citado por Litz,1993) realizo por primera vez un cultivo in vitro de embriones cigéticos
maduros de plantas. Posteriormente, en 1924, Dietrich (citado por Pierik, 1990) realizo estudios para determinar si era
posible regenerar plantas a partir de embriones sin que estos hubiesen completado su periodo de dormancia. Van
Overbeek et al., (1941) demostraron que el agua de coco estimula el desarrollo de embriones de datura, o que
contribuy6 al desarrollo de las investigaciones sobre cultivo in vitro de embriones para reducir el ciclo de mejoramiento
genético en Iris. Estos eventos marcaron el inicio de la aplicacion, asociandola a esquemas de cruces interespecificos
e intergenéricos.

Cerrar

Figura 49. Eventos importantes
3.7.3 Factores que afectan el cultivo in vitro
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Este sub modulo recopila y explica los Factores que afectan el cultivo in vitro.

Rescate y cultivo de embriones cigoticos

Factores que afectan el cultivo in vitro de
embriones cigoticos.

El cultivo de embriones inmaduros utiliza semillas sin madurar
como fuente de explante. Con esta técnica se evita el aborto
temprano del embrién logrando la regeneracion de una planta
viable, generalmente en cruces distantes. No obstante, la diseccion
del embrion inmaduros resulta dificil por su escaso desarrollo, el
riesgo de lesionarlo y la complejidad del medio de cultivo para
continuar el crecimiento de embriones en estados inmaduros. Por I
otro lado, el cultivo de embriones maduros, provenientes de
semillas igualmente maduras, presenta menos problemas durante

la diseccion del embrion, y el medio para su cultivo es mucho mas

simple ya que se solidifica con agar y solo contiene sales minerales

y sacarosa como fuente de energia.

Figura 50. Factores que afectan el cultivo in vitro

3.7.4 Reguladores del crecimiento.

Rescate y cultivo de embriones cigoéticos

Reguladores del crecimiento.

El desarrollo del embrign en la planta presenta dos fases: la
heterotrofica, en la cual los embriones inmaduros, también
denominados pro-embriones, dependen de los nutrientes presentes
en el endospermo; y la autotréfica, cuando el embrién maduro es
capaz de sintetizar, a partir de sales inorganicas, las sustancias que
necesita para su desarrollo.

Los requerimientos de reguladores de crecimiento han sido un tema ampliamente estudiado, especialmente para el
cultivo de embriones heterotréficos. Sharma (1976) concluye que a bajas concentraciones de auxinas se promueve el
crecimiento normal del embrion; el acido giberélico (AG) produce alargamiento, mientras gue las cito quininas lo
inhiben. Collins y Grosser (1984) observaron gue embriones inmaduros de hibridos interespecificos de Trifolium
cultivados inicialmente en un medio con alto contenido de sacarosa, un nivel moderado de auxina y una concentracion
baja de citoquinina detienen su crecimiento después de una o dos semanas. No obstante reanuda su desarrollo normal
cuando es transferido a un medio con baja concentracion de sacarosa y auxina y una concentracion moderada de

citoqunina.

Figura 51. Reguladores del crecimiento.
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