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PRESENTACION DEL MANUAL

El presente Manual busca ser un apoyo para las sesiones practicas de cualquier curso de
Micropropagacion de Plantas que se imparta en educaciones educativas o laboratorios de
investigacion, a fin de formar recursos humanos calificados en el campo del empleo de las técnicas
del cultivo de células y tejidos vegetales in vitro, de igual manera, propone fomentar la creacion
de laboratorios de micropropagacion, lo que generara fuentes de empleo; igualmente, capacitara a
los docentes a fin de que transmitan estos conocimientos sobre este importante tema de la

biotecnologia vegetal a las futuras generaciones.

A diferencia de otros manuales de micropropagacion, en este manual se incluyen practicas con
especies vegetales modelo, de facil obtencion y cuyo crecimiento in vitro es rapido, asi como
instrumental y reactivos relativamente faciles de conseguir; ademas se busca englobar todos los
pasos del cultivo in vitro de plantas, para lo cual se incluye una practica donde se comparan
diferentes métodos de desinfeccion para el establecimiento del cultivo aséptico de explantes asi
como una practica para la aclimatacion de vitroplantas a condiciones ex vitro, pues ambos procesos
son los que mas pérdidas causan en las biofabricas o laboratorios de micropropagacion. También
se incluye una practica donde se estudia el efecto de diferentes longitudes de onda de luz en la
respuesta de la germinacion in vitro de semillas y el crecimiento de las vitroplantas, pues el tipo

de luz es un factor de suma importancia en la micropropagacion de especies vegetales.

Por otra parte, en el Manual se incluye una introduccion donde se explica el uso y manejo de los

diferentes equipos que se utilizan en un laboratorio de micropropagacion, la clasificacion de



reactivos de uso general, las reglas de laboratorio, entre otros, ademas de un capitulo que explica
lo que son las biofabricas de vitroplantas y un anexo con ejemplos de calculos matematicos para
la correcta elaboracion de disoluciones. También se incluyen fotografias de los resultados
esperados en cada practica, con el objetivo de que las personas que no estén familiarizadas con las
respuestas que se deberian de obtener, tengan una idea de qué es lo que esperarian observar en

cada practica.

Esperando que este Manual sea una guia 1til para todos los docentes, productores y estudiantes

interesados en el Cultivo de Células y Tejidos Vegetales in vitro.



MEDIDAS DE SEGURIDAD GENERALES EN EL LABORATORIO

Fabricio Ociel del Toro de la Cruz
José Manuel Rodriguez Dominguez

REGLAMENTO DE LABORATORIO

En un laboratorio de cultivo de células y tejidos vegetales in vitro se utilizan reactivos quimicos y
material biologico que requieren un manejo especial, pues algunos pudieran ser dafiinos o

irritantes, por lo que a continuacidn se presentan una serie de reglas a seguir.

Reglas para el usuario

e Lavarse las manos correctamente antes y después de la practica.

e No comer, beber, fumar o utilizar el celular mientras se encuentra en el laboratorio.

e Prestar atencion y seguir atentamente las indicaciones del instructor.

e Utilizar bata, zapato cerrado y lentes de seguridad dentro del laboratorio.

e Utilizar guantes desechables en todas aquellas tareas que lo requieran para reducir riesgos
de contaminacion (no utilizarlos cerca de mecheros encendidos u otras fuentes de fuego).

e Tener absoluta concentracion en los materiales y/o equipos que se estén utilizando.

Reglas sobre los equipos

e Seguir detenidamente las instrucciones de operacion del equipo.
e Informar al instructor o responsable de laboratorio inmediatamente sobre fallas presentadas
en el equipo.

e Limpiar y guardar correctamente los equipos utilizados.



Reglas sobre el espacio de trabajo

Limpiar el espacio de trabajo antes y después de utilizarlo.

No dejar materiales o reactivos dentro del laboratorio o equipos.

Seguir adecuadamente las indicaciones de desalojo ante cualquier accidente.
Saber utilizar las medidas de seguridad como regadera, limpia ojos y extintor.

Guardar cada material, reactivo o equipo de manera correcta.

Reglas sobre reactivos

Manejar con extrema precaucion los reactivos utilizados.
Leer previamente la ficha de seguridad del reactivo a utilizar.
Desechar los residuos quimicos de acuerdo con su ficha de seguridad.

Guardar los reactivos en su respectivo lugar y de forma correcta.

Reglas sobre material biologico

Los medios de cultivo utilizados deberan ser esterilizados previo a su desecho. Si estan
contenidos en frascos no desechables, deberan vaciarse a una bolsa de pléstico. Si el medio
de cultivo esta en recipientes desechables se esterilizard todo dentro de una bolsa
autoclavable.

Evitar abrir recipientes con medio de cultivo contaminado para impedir la dispersion de
esporas de hongos y bacterias al laboratorio o las cabinas de bioseguridad.

Los contenedores contaminados deberan ser esterilizados en autoclave a 121 °C y 15 1b/in?
durante 15 minutos, posteriormente se vaciara el contenido dentro de una bolsa de plastico

para desecharse, finalmente el contenedor debera lavarse en la tarja. En el caso de que los



contenedores sean cajas de Petri de plastico, se esterilizaran dentro de una bolsa de plastico
cerrada antes de desecharlas.

e Contenedores sin contaminar no sera necesario esterilizarlos, el contenido se colocara
directamente en una bolsa de plastico y se desechard en el lugar indicado, y el contenedor

se lavard en la tarja.

CLASIFICACION DE REACTIVOS

Los compuestos quimicos se pueden clasificar de muchas maneras (figuras 1 y 2), a continuacion,
se presenta la clasificacion de los reactivos o compuestos quimicos que normalmente se utilizan

en un laboratorio de cultivo de células y tejidos vegetales in vitro.
Clasificacion de acuerdo con su naturaleza quimica

De acuerdo con su grado de peligrosidad. Son sustancias que pueden ubicarse dentro de una de las

siguientes clasificaciones:

1) Inflamables:
o Soluciones que contengan mas del 24% de alcohol en volumen.
o Liquidos con punto de fusion menor de 60 grados centigrados.
o Materiales que se incendian por friccion y cambios quimicos.
o Gases comprimidos inflamables que estimulan la combustion.

o Agentes oxidantes como cloratos, manganatos, nitratos y peroxidos inorganicos.



2) Corrosivos:
o Sustancias liquidas o en solucion acuosa con un pH menor o igual a 2 y mayor o
igual a 12.5.
o Liquidos capaces de corroer el acero.

o Sustancias capaces de corroer la piel.

3) Reactivos:
o Bajo condiciones normales (25 grados centigrados y presion normal) se combina o
polimeriza violentamente sin detonacion.
o Bajo condiciones normales, en contacto con soluciones de pH acido y basico,
reaccionan violentamente formando gases, vapores o humos.
o En su féormula quimica posee cianuros y sulfuros, que cuando se exponen a

condiciones de pH entre 2 y 12.5, pueden generar gases, vapores y humos toxicos.

4) Explosivos:
o Se considera explosivo cuando tiene una constante de explosividad mayor a la del
dinitrobenceno.

o Es capaz de producir una reaccion explosiva a condiciones normales.

5) Toxicos:
o Sustancias que produzcan efectos nocivos para la salud, donde se clasifican en
irritantes, asfixiantes, hepatotdxicos, nefrotdxicos, neurotoxicos, anestésicos y

toxicos hematopoyéticos.



En el Cuadro 1, se presenta un listado de los reactivos que normalmente se usan en un laboratorio

de cultivo de células y tejidos vegetales in vitro.

Cuadro 1. Clasificacion de los reactivos quimicos utilizados en un laboratorio de cultivo de células y tejidos vegetales
de acuerdo con su grado de peligrosidad

Tipo | Reactivos Formula Inflamable Corrosivo | Explosivo | Toxico
Acidos | Acido clorhidrico HCI SI
Acido boérico H3BO; SI
Acido indolacético (AIA) | C1oHoNO,
Acido naftalenacético C12H1002 SI
(ANA)
Acido Indolbutirico (AIB) | C12H13NO; SI
Acido 2,4- CsHeCL,03 SI
diclorofenociacético (2,4-
D)
Bases | Hidroxido de sodio NaOH SI
Sales | Nitrato de amonio NH4NO3 SI SI SI

Nitrato de potasio KNO; SI SI SI
Sulfato de magnesio MgSOs4-7H,0
Sulfato de manganeso MnSO4-H,O SI SI
Sulfato de zinc ZnS04 7H,0 SI SI
Sulfato cuprico CuSO04-5H,0 SI SI
Sulfato ferroso FeSO4 -7H,O SI
Cloruro de calcio CaCl, -2H,O SI
Cloruro de cobalto CoCl, -6H,0 SI
Yoduro de potasio KI SI
Molibdato de sodio Na,MoOs4-2H,0
Fosfato monopotasico KH2PO4
EDTA disédico Na,EDTA
Hipoclorito de sodio NaClO SI SI

Alcoholes | Etanol C,HsOH SI SI

Compuestos | Agar

organicos | Carbon activado SI
Myo-inositol CsH 1206
Tiamina (Vitamina B;) Ci2H17N4,OS+
Niacina (Vitamina Bs) CsHsNO, SI
Piridoxina (Vitamina Be) CsH11NO3
Glicina CoHsNO,
Sacarosa Ci2H201
Bencilaminopurina Ci2H11Ns SI
Kinetina (KIN) Ci1oHoNsO
Zeatina (ZEA) CioHi3NsO
Thidiazuron (TDZ) CoHsN4OS SI

NOTA.- Ninguno de los compuestos presentados tienen un grado de reactividad considerable, por lo que esta columna
se decidi6 omitir de la tabla.




PICTOGRAMAS DE SEGURIDAD EN LABORATORIOS

G

GHSO01- Explosivo GHS02 - Inflamable GSHO03 - Oxidante
GHSO06 - Toxico GHSO07 - Toxico, irritante, GHSO08 - Peligroso para
narcotico, peligroso el cuerpo, mutageno,

carcindgeno, reprotéxico

SO®

GSHO04 - Gas presurizado GSHO05 - Corrosivo GHSO09 - Dafiino para
el medio ambiente

Figura 1. Globally Harmonized System (GHS por sus siglas en inglés), nuevo formato mundialmente reconocido
para el manejo de sustancias peligrosas. (Fuente: Naciones Unidas. Sistema Globalmente Armonizado de
Clasificacion y Etiquetado de Productos Quimicos (SGA). Novena edicion revisada)
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NIVEL DE RIESGO

4 - MORTAL

3 - MUY PELIGROSO
2 - PELIGROSO

1 - POCO PELIGROS
0 - SIN RIESGO

RIESGOS
A LA SALUD

COR - CORROSIVO
- RADIOACTIVO

AF - NO USAR AGUA

ﬁ-\ - RIESGO BIOLOGICO

REACTIVIDAD

RIESGO RIESGO REACTIVIDAD
ESPECIFICO ESPECIFICO 4 - PUED EXPLOTAR
3. PUEDE EXPLOTAR EN
OX - OXIDANTE CASO DE CHOQUE O

INFLAMABILIDAD

4 - DEBAJO DE 25 °C
3 - DEBAJO DE 37 °C |
2 - DEBAJO DE 93 °C
1 - SOBRE 93°C
0 - NO SE
INFLAMA

CALENTAMIENTO.
2 - INESTABLE EN CASO DE

CAMBIO QUIMICO VIOLENTO
1 - INESTABLE EN CASO DE
CALENTAMIENTO
0 - ESTABLE

Figura 2. Rombo de seguridad donde se muestran los principales peligros de cada sustancia quimica. (Fuente:

NFPA. Sistema normativo para la identificacion de los riesgos de materiales para respuesta a emergencias. NFPA

704).
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INSTALACIONES, OPERACION Y EQUIPO DE LABORATORIO

Fabricio Ociel del Toro de la Cruz
José Manuel Rodriguez Dominguez
José Juvencio Castafieda Nava

Un laboratorio dedicado a la produccion o a la investigacion que tenga que ver con el
procesamiento de material in vitro requiere de un disefio, operacion y equipos dedicados al
mantenimiento de condiciones asépticas dentro del mismo. El disefio especifico del laboratorio
también se define de acuerdo al tamafio de la empresa o centro de investigacion asi como a la
funcion que este desempena; una idea general para el disefio del laboratorio es centrarse en este
como si fuera una linea de ensamblaje. Las actividades y los equipos deben estar organizados en
un mismo lugar con la finalidad de ahorrar tiempo y evitar el movimiento de una sala a otra,
minimizando el riesgo de contaminacion en las habitaciones, asi como para mantener el ritmo de

trabajo.

Es recomendable mantener un laboratorio lo mas limpio posible debido a que el polvo encontrado
sobre las superficies o en el aire contiene principalmente bacterias, virus y esporas de hongos que
pueden resultar en la contaminacion de los cultivos. La contaminacion puede llegar hasta el 50%
de los cultivos o mas, lo que se traduce en una pérdida de tiempo, recursos y mano de obra,
generando un entorno de baja productividad en el laboratorio, creando la necesidad de también
tomar en cuenta la limpieza del aire exterior con el uso de filtros de aire HEPA y manteniendo un
control de temperatura bajo para retardar el crecimiento de contaminantes. En un laboratorio de
cultivo de células y tejidos vegetales in vitro hay una serie de habitaciones que se consideran

indispensables para su operacion, a continuacion, se mencionan las actividades, las instalaciones
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que contienen y los equipos necesarios que se llevan a cabo en cada seccion (Phillips & Gamborg,

1995).

Laboratorio de usos multiples

Es el principal espacio dentro del laboratorio de cultivo de células y tejidos vegetales in vitro,

generalmente cuenta con microondas, refrigeradores y fregaderos.

Dentro de este espacio se hacen las actividades de:

-Preparacion del explante.

-Preparacion del medio de cultivo.

-Esterilizacion del medio de cultivo.

-Almacenamiento de reactivos y equipos.

Esta area debe de contener una fuente de agua desmineralizada o destilada para usarse en la
preparacion de los medios de cultivo, fuentes de electricidad y posiblemente de gas, una mesa de
trabajo y fregaderos o tarjas. Los equipos que se requieren para llevar a cabo las actividades

anteriormente expuestas se muestran a continuacion.

Para la preparacion del explante, generalmente el equipo que se usa €S un microscopio
estereoscopico, que es un dispositivo que permite enfocar con mayor precision al explante, ya que
permite aumentos a 10x (10 veces), 20x, 40x, etc (Figura 3a). Con la ayuda de pinzas y un bisturi
(Figura 3b), se puede cortar con mayor precision la parte que se requiere extraer. El uso de estas
herramientas depende de la preparacion Unica que cada planta necesite. Si el explante es muy
grande o de facil observacion a simple vista, basta con utilizar un cutter o tijeras para separarlo de

la planta madre.
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Figura 3. Equipo y herramientas utilizadas para la obtencion de explantes vegetales a) Microscopio estereoscopico
b) Pinzas y bisturi. (Fotografia: Juvencio Castafieda).

Para la preparacion de medio de cultivo se necesitan balanzas granatarias y analiticas (Figura 4),
las primeras se utilizan para pesar sustancias que se requieren en grandes cantidades, como
sacarosa, agar, algunos macronutrientes, etc.; y las segundas se utilizan para pesar los compuestos
que se requieren en menor cantidad, por ejemplo, reguladores de crecimiento, algunas vitaminas,
micronutrientes, etc. Generalmente se usa papel aluminio o charolitas de plastico para pesar los

reactivos.

Figura 4. Balanzas. Izquierda: balanza granataria (Max. 1200g, Min. 0.5g). Derecha: balanza analitica (Max. 120g,
Min. 0.0001g). (Fotografia: Juvencio Castafieda).
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Después de pesar los componentes del medio de cultivo, se necesitan mezclar disolviéndolos en
agua destilada, para ello se puede usar un agitador magnético, el cual es un dispositivo electronico
que utiliza un campo magnético para mezclar de manera automatizada un solvente y uno o mas
solutos con ayuda de una barra magnética que con la ayuda de un campo magnético empieza a
rotar, haciendo que la solucion se mezcle automaticamente, ademas estos agitadores cuentan con
la posibilidad de calentarse, aumentando la solubilidad de los componentes y la velocidad de

solucion.

Una vez mezclado el medio, se requiere de ajustar el pH del medio. Para este fin se puede usar
tiras de pH, gotas de medicion de pH o plumas de pH, sin embargo, la opcion més precisa es el
uso de un potencidometro; este es un dispositivo electronico que contiene un electrodo de vidrio el
cual se encarga de la medicion del pH de la solucion con una precision de 0.01 valores de pH, el
equipo necesita de calibracion esporadica, mientras que el electrodo de vidrio debe de manejarse
con cuidado, ser limpiado con agua destilada y guardarse en su solucion. Generalmente el pH mas
utilizado en los medios de cultivo para micropropagacion de plantas es de 5.8 + 0.02, utilizando
acido clorhidrico (HCI) 0.1 M para bajar el pH, o bien, utilizar hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 M

para subir el pH.

En la figura 5 se muestran un agitador magnético (para disolver los reactivos y preparar medios de

cultivo) y un potenciometro (para medir el pH de los medios de cultivo).

Para acelerar el descongelamiento de las soluciones que sirven para preparar el medio de cultivo
y/o para disolver el agar de dicho medio, se puede utilizar un horno de microondas (figura 6). Se
debe tener cuidado de que no se pierda volumen de agua al aumentar la temperatura, ya que puede

afectar la concentracion de sales dentro del medio. Es importante el uso de guantes de asbesto (o

15



similares) para evitar quemaduras al estar manipulando los matraces con el medio de cultivo que

se introducen al horno de microondas.

Figura 5. Potenciometro (izquierda) y agitador magnético (derecha) para medir el pH y para disolver los
compuestos del medio de cultivo respectivamente. (Fotografia: Juvencio Castafieda).

Figura 6. Horno de microondas utilizado para disolver sustancias congeladas o para licuar el agar adicionado al
medio de cultivo. (Fotografia: Juvencio Castafieda).
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Algunos medios de cultivo requieren la incorporacion de reguladores de crecimiento (hormonas)
cantidades muy pequefias (microgramos o microlitros), y dado que generalmente las soluciones
stock de estos compuestos se encuentran ya disueltas en agua destilada (preparadas cominmente
a razon de miligramo por mililitro), se utilizan micropipetas (figura 7) para adicionar dichos
reguladores de crecimiento al medio de cultivo. Las micropipetas tienen una precision que puede
variar (dependiendo la capacidad de la misma), pero la mayoria de ellas se utilizan para medir

cantidades en microlitros.

Figura 7. Micropipetas con puntas utilizadas para medir voliimenes en microlitros. (Fotografia: Juvencio
Castafieda).

Una vez preparado el medio de cultivo, se debe de esterilizar a fin de eliminar cualquier
microorganismo que se pueda encontrar dentro del mismo, para esto se utiliza un autoclave (figura
8), que es un equipo cuyo funcionamiento es similar a una olla a presion, donde se calienta agua
para generar vapor y por ende presion al aumentar la temperatura. Siempre que el tiempo de
exposicion sea suficiente, el vapor a presion puede destruir todos los microorganismos. La

esterilizacion depende del tiempo, presion, temperatura y el volumen que se va a esterilizar, en los

17



laboratorios de micropropagacion los medios de cultivo se esterilizan a 121 °C durante 15 minutos

a una presion de 15 1b/in?.

Figura 8. Autoclave semiautomatica para esterilizar material mediante calor hiimedo. (Fotografia: Juvencio
Castaileda).

Sala de transferencia

Este es el espacio donde se lleva a cabo la mayor parte de la desinfeccion de los explantes, asi
como su siembra en los medios de cultivo, para lo cual se utiliza una campana de flujo laminar

horizontal (también llamada cdmara de inoculacién o cabina de bioseguridad) (figura 9), en la cual,

18



el aire se toma del exterior y se hace pasar por un filtro HEPA (del inglés High Efficiency
Particulate Arresting) que contiene un poro de apenas 0.3 micras de diametro, con la finalidad de
atrapar particulas de polvo, esporas de hongos o bacterias que se encuentren en el ambiente,
dejando pasar solamente el aire estéril, este flujo de aire de forma laminar viaja con una direccion
y velocidad uniforme (de 0.3 a 0.5 metros por segundo) a través de la campana creando una presion
positiva dentro de ésta, impidiendo que el aire del cuarto entre sobre la misma. Ademas, la mayoria
de las campanas cuentan con una fuente de luz ultravioleta capaz de dafiar el ADN o ARN de los
microorganismos, para asi poder eliminar cualquiera que se pudiera encontrar dentro de la misma,

funciona como una proteccion adicional a los patogenos.

Figura 9. Campana de flujo laminar horizontal. (Fotografia: Juvencio Castafieda).
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Para usar la campana de flujo, esta debe limpiarse con alcohol al 96% o al 70% en todas las paredes,
posteriormente, con la cubierta cerrada, se debe de encender la luz UV por 10 minutos. Al finalizar,
se debe de encender el flujo de aire y dejar pasar 15 minutos con la finalidad de que se estabilice
el flujo de aire, una vez efectuados estos pasos, se puede encender la luz fluorescente y levantar la
cubierta para trabajar. Es necesario limpiar con alcohol al 96% o al 70% tanto las manos, como
todo el material antes de ser introducido a la campana. Es aconsejable descontaminar el cuarto
donde se encuentra la campana de flujo laminar a diario e instalar lamparas UV en la habitacion
para poder desinfectar el aire durante la noche, asi como reemplazar los filtros de aire de las
campanas cada ano. En este espacio, el operador debe portar una bata larga que cubra su ropa y
usar cubrebocas, pudiendo también utilizar cofia, cubre calzado y lentes de seguridad; ademas, es
aconsejable retirar cualquier accesorio de las manos como relojes o anillos antes de lavarse las
manos, ya que estos pueden mancharse y ser una fuente de contaminacion. Los instrumentos como
bisturies, pinzas y agujas de inoculacion pueden ser esterilizados por inmersion en alcohol al 96%
y posterior flameado con cuidado en un mechero de alcohol, mechero de gas o esterilizarse en un
mechero eléctrico. Antes de usar los instrumentos, estos deben de enfriarse, lo cual puede lograrse
introduciendo el instrumento dentro del agar, en un recipiente con agua destilada estéril o

dejandolo inclinado sobre una barra de apoyo o sobre papel filtro estéril.

Una manera adecuada de acomodarse dentro de la campana es colocar el mechero o fuente de
esterilizacion a la pared adyacente, a la mitad, colocar el vidrio o papel estéril donde se llevara a
cabo el trabajo, la mas pegado posible al flujo de aire, cuidando que no exista ningun obstaculo
entre el flujo de aire y la placa. Tomar el bisturi con una mano y las pinzas con la otra y trabajar

como si se estuviera comiendo de un plato sin tocarlo; colocar los envases con cultivo de manera
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adyacente a su mano. En la figura 10, se muestra una imagen de cémo se debe colocar los

materiales.

Cuando se manejan fuentes de fuego y recipientes con alcohol, es de suma importancia tomar en
cuenta las siguientes indicaciones: mantener separados la fuente inflamable del recipiente con
alcohol, no rellenar el mechero de alcohol mas alla del menisco que senala el recipiente, no
mantener el mechero encendido si no se esté utilizando, no utilizar guantes cuando el mechero se
encuentra encendido, mantener una distancia minima de 20 cm entre la fuente inflamable y el
recipiente de alcohol, tener a la mano un recipiente de vidrio para contencidén y sofocacion de

fuego en caso de ser necesario.

Figura 10. Acomodo ideal para trabajar dentro de la campana de flujo laminar. (Esquema: Fabricio Ociel del Toro).

21



Si es posible, dentro de esta sala se deben de tener instalaciones de aire acondicionado adecuadas
con filtros de aire HEPA que puedan filtrar el aire de cualquier microorganismo que viene del
exterior, la baja temperatura en este espacio funciona para frenar el crecimiento de hongos y

bacterias que puedan existir en la sala.

Incubador o cuarto de cultivo

En la figura 11 se muestra un incubador para vitroplantas, este es el lugar donde se colocan las
plantas y tejidos para su crecimiento Optimo. En este espacio se debe de colocar un aire
acondicionado, con la principal finalidad de mantener a los cultivos creciendo a una temperatura
controlada; la mayoria de las veces se busca mantener la temperatura constante a 25 °C o 27 °C,
que es la temperatura 6ptima en la que la mayoria de los tejidos se desarrollan; respecto a la
iluminacidn, es variable, segun las necesidades, oscilando entre 1000 y 5000 lux y un fotoperiodo
de 16 horas de luz y 8 de oscuridad. Normalmente este cuarto contiene anaqueles de alambre
inoxidables con la finalidad de dejar pasar la corriente de aire y la luz que se instala sobre ellos,
ademas, se busca que sea de acero inoxidable debido a que es un material no poroso, resistente y

ayuda a reflejar la luz dentro del cuarto.

Para ingresar al cuarto de cultivo, se debe de portar bata y calzado adecuado. Se debe evitar-mover
los cultivos fuera del cuarto para prevenir una contaminacion externa que pueda propagarse dentro
del cuarto, solamente cultivos estériles deben de encontrarse en esta area; en caso de encontrarse

cultivos contaminados, estos deben de retirarse inmediatamente y llevarse al drea de lavado.
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Figura 11. Incubador con cultivos in vitro creciendo en condiciones asépticas, a iluminacién y temperatura
constante. (Fotografia: Juvencio Castaieda).

Cuarto de lavado

La contaminacién de los cultivos in vitro es el problema principal de los laboratorios de cultivos
de células y tejidos vegetales in vitro, una vez que se detecta contaminacion en algun cultivo o
medio, este debe ser retirado inmediatamente y ser llevado al cuarto de lavado. Este espacio
contiene autoclaves, fregaderos o tarjas y bolsas de basura que permiten el manejo adecuado de la
contaminacion y de material desechable. Los cultivos contaminados deben ser introducidos al
autoclave y ser esterilizados para prevenir el escape de patdgenos a lo largo del laboratorio, estos
deben esterilizarse a 121 °C por 15 minutos y a una presion de 15 1b/in?. Una vez terminado, se
debe de esperar a que estos se enfrien para ser abiertos con seguridad, sus contenidos deben de ser
vaciados en bolsas plésticas y desechados, al terminar, los materiales reutilizables se deben de
lavar con agua y jabon y dejarse secar completamente para ser usados de nuevo (Phillips &

Gamborg, 1995).
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BIOFABRICAS PARA PLANTAS IN VITRO

Alexa Paola Plaza Avila
Antonia Gutiérrez Mora

Las biofabricas se definen como laboratorios de cultivo de tejidos que tienen la capacidad de
producir determinadas especies vegetales, de forma masiva y con protocolos establecidos;
manteniendo una calidad 6ptima y uniforme en los productos (Iannicelli & Salvio-Escandon, 2015;
Sharry, et al 2015). Mediante técnicas especializadas se toman pequeias fracciones de plantas y
con la adicion de productos quimicos se logra que éstas se desarrollen como una planta nueva
dentro de frascos de vidrio. A este proceso se le denomina reproduccion in vitro o
micropropagacion. Puede lograrse en corto tiempo la obtencion de grandes cantidades de plantulas
de alta calidad, libres de virus, plagas y enfermedades y que garanticen elevados rendimientos.
Con el desarrollo de métodos eficientes es posible incrementar los rendimientos hasta en un 50 %

en la produccion de plantas.

Los aspectos fundamentales a tomar en cuenta para una biofabrica, de acuerdo con Orellana et al.
(2008) incluyen la seleccion de genotipos, infraestructura tecnologica, disponibilidad de recursos
y planificacién para el proceso productivo, capacitacion de recursos humanos y control de calidad.
Para lograr la eficiencia es necesario considerar algunos aspectos importantes en los procesos, tales
como: producir con el menor costo posible, utilizar la luz solar en la mayoria de las areas,
componentes del medio de cultivo que no necesariamente tengan una alta pureza, utilizacion de
recipientes de bajo costo, sin embargo, antes de llevar a un proceso de propagacion masiva en una
biofabrica, es necesario primeramente desarrollar la experimentacion antes de hacer los cambios
pertinentes. De igual forma debe tenerse en cuenta la seleccion de los genotipos a utilizar, asi como

la infraestructura tecnoldgica y disponibilidad de insumos.
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Con respecto a la reduccion de costos, uno de los componentes principales de los medios de cultivo
es la fuente de carbono, principalmente la sacarosa, al respecto es posible utilizar aziicar de mesa
refinada, inclusive existen reportes donde se utiliza la melaza de caia para algunas especies (Saad
& Elshahed, 2012). Otros elementos importantes a considerar son suplementos como agua de coco,
jugos de frutas y verduras, extracto de platanos, que aportan minerales, vitaminas, reguladores de
crecimiento, entre otros componentes. Sin embargo, como se menciono anteriormente, antes de
llevarlo a escala de produccion masiva es necesario hacer la experimentacion ya que las

concentraciones pueden variar.

Acerca de la iluminacion, la opcion para reducir los costos es la utilizacion de muros de vidrio. En
este aspecto es de suma importancia, que cuando se construya una biofébrica, tomar en cuenta la
posicion del sol y no tener obstruccion de la luz con barreras que impidan u obstaculicen la entrada
de luz, por ejemplo: arboles altos, edificios, etc. De igual manera, es conveniente que los espacios
de incubacion, cuenten con un sistema de iluminacion como apoyo en caso de ser necesario. En
los ultimos afos el uso de luz LED, ha ido en aumento, si bien la inversién es mayor con respecto
a luz fria, el retorno de inversion se refleja en poco tiempo. En este sentido, es conveniente la
asesoria de especialistas para seleccionar el tipo de lampara a adquirir para que cubran la intensidad
y calidad de luz necesaria para el cultivo in vitro de plantas, asi como la instalacion a un

temporizador programable para llevar a cabo el fotoperiodo que se requiera.

Por otro lado, los contenedores son considerados como un factor importante. Es conveniente la
utilizacion de recipientes de vidrio cristalino o pléstico transparente que se utilizan para
comercializar alimentos en general, que tengan la caracteristica de tolerar temperaturas de 121 °C.

En ambos casos la tapa a utilizar debe ser transparente para que permita el paso de la luz.
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Los laboratorios con un enfoque comercial por lo general tienden a ser amplios, pero a la vez mas
simples en cuestion de equipos e instalaciones, a diferencia de un laboratorio de investigacion
(Roca & Mroginski, 1991). En este sentido, por consecuencia la mano de obra es mayor que en un
laboratorio de investigacion, sin embargo, no necesariamente debe ser altamente especializado,
esto reducira el costo. Se estima que en el sistema de propagacion de cultivo de tejidos vegetales
in vitro se destina aproximadamente un 40% de los gastos a mano de obra, 30% para actividades
administrativas, 20% gastos varios (renta, servicios, entre otros) y 10% para materiales (Walker,
1986, citado en Ahloowalia & Savangikar, 2004). En la figura 12 se muestran las areas
indispensables con que debe contar una biofabrica (Se mencionan solo para la produccion de
plantas in vitro, sin embargo, es necesario indicar que posteriormente serd necesario contar con un

espacio para la adaptacion y crecimiento de las plantas).

Con respecto a los equipos a utilizar en las biofabricas, basicamente son minimos y en algunos de
los casos, se pueden fabricar de manera “casera”, por ejemplo, la campana de flujo laminar,
descrita en el capitulo “Instalaciones, operacion y equipo de laboratorio”, se puede fabricar con
materiales como madera y vidrio, el factor importante a considerar en este equipo es la perfecta
colocacion del filtro HEPA que evitard el paso de microorganismos al area de trabajo, asi como
que se incluya luz ultravioleta para complementar la esterilizacion del espacio (Figura 13). De
igual manera, el sistema de esterilizacion (calor himedo) puede ser por cualquier instrumento (por
ejemplo, ollas exprés de doble fondo), en la medida de la automatizacién del equipo es posible

ahorrar tiempo y por ende mano de obra.
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Figura 12. Areas indispensables en una biofabrica. (Esquema: Andrea Pérez).
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Figura 13. Campana de flujo laminar horizontal “casera” con filtro HEPA. (Imagen: Andrea Pérez).

Uno de los retos mas grandes para las biofdbricas a considerar es la contaminacion por
microorganismos pues, de no tratarse rapidamente, puede derivar en importantes pérdidas de
material vegetal, lo que se traduce en un impacto negativo en el aspecto econdmico; por ello resulta
crucial que se tomen medidas de prevencion, asi como de deteccion y control en sus primeras

etapas, en caso de llegar a ser necesario.

Savangikar (2004) menciona que para resolver problemas asociados a la contaminacion resulta
imprescindible apegarse de forma cuidadosa a las técnicas basicas de cultivo de células y tejidos
vegetales; esto quiere decir que, el control de la contaminacion es dependiente de la calidad de los
procedimientos, y no de su nivel de sofisticacion. Referente a este punto, Ahlowaalia & Savangikar
(2004) recomiendan contar con asesoria de profesionales, ya sea de centros de Investigacion y

Desarrollo (I+D) o de universidades.
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El primer paso es la prevencion, lo que involucra el llevar a cabo protocolos de desinfeccion
adecuados para la especie que se va a propagar, pudiendo utilizar algin compuesto antimicrobiano
durante la preparacion de los explantes o adicionado al medio de cultivo. En este punto también
se debe asegurar que las condiciones de las instalaciones y el material a utilizar sean las dptimas,

ademads de seguir buenas practicas de laboratorio a lo largo de todo el proceso.

La deteccion de la contaminacion implica el monitoreo constante, facilitando que el tiempo de
accion sea lo mas breve posible, por lo tanto, minimizando los posibles dafios. Dependiendo del

tipo de microorganismo contaminante, se definird la estrategia a seguir para eliminarlo.

Debido a la produccién a gran escala que se establece en las biofabricas, en algunas ocasiones se
recurre a otras estrategias de produccion que, si bien pueden resultar costosas inicialmente, llegan
a facilitar ciertas etapas del proceso de propagacion. Se involucra tecnologia que permite la
automatizacion en cierta medida, lo que a largo plazo puede representar una disminucion de los
costos de mano de obra o recursos utilizados. Un ejemplo de ello son los llamados “sistemas de
inmersion temporal” (SIT), los cuales tienen como fundamento que los explantes entran en
contacto de forma intermitente con el medio liquido, intercalando con periodos donde los tejidos
se encuentran expuestos a un ambiente gaseoso (Georgiev et al., 2014). Algunas ventajas directas
de este tipo de sistemas en el cultivo de tejidos incluyen la reduccion de la hiperhidricidad y la

asfixia, como se cita en Georgiev et al., (2014).

Existen distintos tipos de sistemas de inmersion temporal comerciales, uno de los mas conocidos
a nivel mundial es el sistema RITA® (Recipiente para Inmersion Temporal Automatizado). Este
consiste en un recipiente con dos compartimentos: en la parte superior se colocan los explantes y
en la inferior el medio de cultivo (Etienne y Bertouli, 2002, citado en Lugo-Espinosa et al, 2017).

Al aplicarse un flujo de aire a presion, el medio de cultivo sube, poniéndolo en contacto con los
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explantes. Cuando cesa este flujo de aire, el medio de cultivo desciende por gravedad (Maldonado

et al, 2003, citado por Lugo-Espinosa et al, 2017).

Las biofabricas act@ian en estrecha colaboracion con las entidades productivas, Institutos de
Investigaciones Agricolas, Institutos de biotecnologia y otros organismos y dependencias
relacionados con la agricultura. La produccion masiva de plantas en biofabricas se ha extendido
alrededor del mundo, principalmente en paises desarrollados como Estados Unidos, China,
Taiwan, entre otros. Estos paises se han extendido a paises en desarrollo, principalmente a Brasil,

India y México (Sharry et al., 2015).
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PRACTICAS DE LABORATORIO

José Manuel Rodriguez Dominguez
Fabricio Ociel del Toro de la Cruz
José Juvencio Castafieda Nava
Antonia Gutiérrez Mora

La mayoria de las practicas de este Manual (especificamente de la practica 2 a la practica 7) constan
de dos etapas experimentales: la primera de ellas (a) con el procedimiento para la preparacion del
medio de cultivo, y la segunda (b) con el procedimiento para la siembra de explantes; debido a que
el tiempo necesario para establecer la practica completa puede extenderse, es recomendable que

cada procedimiento experimental de estas practicas, se efectiie en dos dias.

Las especies vegetales que se manejan en las practicas de este Manual, se pueden sustituir por
otras, pero hay que tomar en cuenta que la formulacién del medio de cultivo, asi como el tiempo

de respuesta pueden variar.

Siempre que sea posible, serd mejor opcidon comenzar con explantes producidos in vitro con
anterioridad, de esta manera se reduciran considerablemente la contaminacion y el tiempo de
respuesta de los mismos. En caso de que no se pueda iniciar a partir de explantes preestablecidos
in vitro, se deben de seleccionar dichos explantes a partir de plantas madre vigorosas, tolerantes o
resistentes a condiciones adversas y sanas, o por lo menos que no presenten sintomas de alguna

enfermedad.
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PRACTICA 1. PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK PARA MEDIO DE CULTIVO

DE MURASHIGE Y SKOOG (1962, MS) Y REGULADORES DE CRECIMIENTO

INTRODUCCION

Los medios de cultivo pueden variar en composicion dependiendo de la especie, el explante, el
objetivo, etc. Esta variacion en la composicion implicard también diferentes formas de preparacion
y esterilizacion. Sin embargo, existen técnicas basicas para la preparacion de medios de cultivo en

general.

Es posible encontrar en la literatura diferentes medios de cultivo tales como el MS (el mas
ampliamente utilizado para la micropropagacion de la mayoria de las especies vegetales), el medio
KNUDSON C para la germinacion in vitro de semillas de orquideas, el medio WPM (Woody Plant

Medium) para la micropropagacion de especies lefosas, etc (George ef al., 2008)

En esta practica se prepararan las soluciones Stock basicas para el medio de cultivo MS (Murashige
& Skoog, 1962) que consisten en cinco soluciones: Macronutrientes, Micronutrientes, Cloruro de
Calcio, Solucion de Fe-EDTA y Vitaminas (Figura 14), asi como soluciones de reguladores de
crecimiento. Es importante sefialar que al preparar medio de cultivo, ademads de estas soluciones
Stock, se debe de agregar una fuente de carbono (por ejemplo, Sacarosa), un agente gelificante

(por ejemplo, Agar) y se debe de ajustar el pH (5.8 + 0.02).

Los reguladores de crecimiento (también conocidos como hormonas o fotohormonas) son los
principales componentes que van a determinar el tipo de respuesta morfogénica que va a tener un
explante en el cultivo in vitro, dentro de los principales reguladores de crecimiento se encuentran:

auxinas, citocininas, giberelinas y 4acido abscisico.
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Figura 14. Soluciones stock para la preparacion de medio de cultivo MS. (De izquierda a derecha: Compuestos
organicos (principalmente vitaminas), Fe-EDTA, Micronutrientes, Macronutrientes, Cloruro de calcio). (Fotografia:
Juvencio Castafieda).

Es importante mencionar que existen algunos proveedores de insumos de laboratorio donde es
posible conseguir por separado los componentes para preparar el medio de cultivo MS (tal y como
se presenta en esta practica), o bien todos los componentes ya mezclados, pudiéndose encontrar

incluso con sacarosa y agente gelificante ya incluidos (Figura 15).

Figura 15. Medio de cultivo MS. (Izquierda: Macronutrientes, Micronutrientes, Cloruro de calcio, Fe-EDTA y
Vitaminas. Derecha: Igual que el anterior, pero incluyendo ademas sacarosa y agar). (Fotografia: Juvencio
Castafieda).

33



OBJETIVO

Adquirir habilidad para la preparacion de soluciones Stock de Macronutrientes, Micronutrientes,
y compuestos organicos para preparar medio de cultivo MS, asi como soluciones de Reguladores

del Crecimiento.

MATERIALES

e 5 Vasos de precipitado de 500 ml

e Charolas o recipientes para pesar

e 1 Espatula para pesar

e | barra magnética

e | matraz volumétrico de 500 ml

e Una probeta de 250 ml

e Contenedores para almacenar el medio de cultivo concentrado

e 2 frascos ambar de 25 ml (con tapa)

REACTIVOS

e Agua destilada

e HCI 1M
e NaOH IM
e FEtanol

e Nitrato de Amonio

e Nitrato de potasio

o Sulfato de Magnesio Heptahidratado
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Fosfato de Potasio Monobdsico
Acido boérico

Sulfato de Manganeso Monohidratado
Sulfato de Zinc Heptahidratado
Yoduro de Potasio

Molibdato de Sodio Dihidratado
Sulfato de Cobre Pentahidratado
Cloruro de Cobalto Hexahidratado
Cloruro de Calcio Dihidratado
Sulfato Ferroso Heptahidratado
Etilendinitrilotetraacetato de Sodio
Tiamina HCI

Piridoxina HCl

Myo-Inositol

Acido nicotinico

Glicina

EQUIPOS

Balanza granataria
Balanza analitica
Agitador magnético

Autoclave
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1. Preparacion de las diluciones necesarias para el Medio de Cultivo MS

Pesar los compuestos en las cantidades indicadas en los cuadros 2, 3, 4, 5 y 6 dependiendo la

cantidad de medio de cultivo que se desee preparar:

Cuadro 2. Solucion stock de macronutrientes MS

TUPUESTOT conrursro moeey | PO | FRRLTORAR [ A anza
NH4NO; Nitrato de Amonio 82.5¢g 165¢ Granataria
KNO; Nitrato de Potasio 95.0¢g 190 g Granataria
MgSO4-7H>O | Sulfato de Magnesio Heptahidratado 185¢g 37¢g Granataria
KH2PO4 Fosfato de Potasio Monobasico 85¢g 17¢g Granataria
NOTAS

Disolver uno a uno los compuestos, agregar el siguiente hasta que se haya disuelto el anterior (en el mismo orden
marcado en el cuadro).
Esterilizar la solucion en autoclave y almacenar a temperatura ambiente

Cuadro 3. Solucion stock de micronutrientes MS

UMD | comrurstorovae, | PARAATORAR | PARRSTORAR [aavva
H;BO; Acido borico 620 mg 124 ¢ Analitica
MnSO4-H,O Sulfato de Manganeso Tetrahidratado 1.69¢g 338¢g Analitica
ZnSO4-TH20 Sulfato de Zinc Heptahidratado 860 mg 1.72 g Analitica
KI Yoduro de Potasio 83 mg 166 mg Analitica
Na;MoO4-2H,0 Molibdato de Sodio Dihidratado 25 mg 50 mg Analitica
CuS04-5H,0 Sulfato de Cobre Pentahidratado 2.5 mg 5 mg Analitica
CoCl, 6H,O Cloruro de Cobalto Hexahidratado 2.5 mg 5 mg Analitica

NOTAS

Disolver uno a uno los compuestos, agregar el siguiente hasta que se haya disuelto el anterior (en el mismo orden
marcado en el cuadro).
Esterilizar la solucion en autoclave y almacenar a temperatura ambiente
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Cuadro 4. Solucidén stock de compuestos organicos MS
COMPUESTO PARA AFORAR | PARA AFORAR BALANZA
A 500 ml A 1 litro
TIAMINA HCI Smg 10 mg Analitica
PIRIDOXINA HCl 25 mg 50 mg Analitica
myo- INOSITOL 5g 10g Granataria
ACIDO NICOTINICO 25 mg 50 mg Analitica
GLICINA 100 mg 200 mg Analitica
NOTAS

Disolver uno a uno los compuestos, agregar el siguiente hasta que se haya disuelto el anterior (en el mismo orden

marcado en el cuadro).

No esterilizar la solucion y almacenar en refrigeracion a 4 °C para su uso a corto plazo o congelar a -20 °C para

almacenar por mas tiempo.

Cuadro 5. Solucion stock de Cloruro de Calcio

COMPUESTO PARA AFORAR | PARA AFORAR
(FORMULA) COMPUESTO (NOMBRE) A 500 ml A1 litro BALANZA
CaCl,-2H,O Cloruro de Calcio Dihidratado 10g 20g Granataria
NOTA
Esterilizar la solucion en autoclave y almacenar a temperatura ambiente
Cuadro 6. Solucion stock de Fe:EDTA
COMPUESTO PARA AFORAR A | PARA AFORAR
(FORMULA) COMPUESTO (NOMBRE) 500 ml A1 litro BALANZA
FeSO4:7H,0 Sulfato Ferroso Heptahidratado 1.39¢ 278 g Granataria
Nay-EDTA | Etilendinitrilotetraacetato de Sodio 1.865¢g 373 g Granataria
NOTAS

Esterilizar la solucion en autoclave y almacenar en refrigeracion a 4 °C y en frasco color &mbar, ya que se degrada

con la luz.

De las soluciones stock preparadas, medir las cantidades indicadas en el cuadro 7 dependiendo la

cantidad de concentrado de medio MS que se desee preparar:




Cuadro 7. Preparacion de concentrado de medio de cultivo MS

SOLUCION STOCK PARA AFORAR | PARA AFORAR | PARA AFORAR
A 1 LITRO A 20 LITROS A 50 LITROS

MACRONUTRIENTES 10 ml 200 ml 500 ml

MICRONUTRIENTES 5ml 100 ml 250 ml

CaCl,-2H,O 22 ml 440 ml 1100 ml

Fe:EDTA 10 ml 200 ml 500 ml

COMPUESTOS

i 10 ml 200 ml 500 ml
ORGANICOS

SACAROSA 30 gr 600 gr 1.5 kg

2. Preparacion de reguladores de crecimiento
Se mencionan como ejemplo solamente la preparacion de dos reguladores de crecimiento,

ya todos ellos se preparan de manera similar

2,4-D (Acido 2,4-diclorofenoxiacético)
La solucion se prepara en una relacion peso/volumen de Img/1ml. El 2,4-D se prepara
agregando NaOH IN (Hidréxido de sodio 1 Normal) o etanol absoluto, gota a gota hasta
que la solucioén esté totalmente transparente (en caso de que se dificulte disolver, se puede
utilizar un poco de calor). Posteriormente se afora con agua bidestilada al volumen deseado
en un matraz volumétrico. La solucion debe almacenarse a 4 °C, en un recipiente color

ambar, ya que se degrada con la luz.

BA (6-Benciladenina)
La solucion se prepara en una relacion peso/volumen de 1mg/Iml. El BA se prepara
agregando NaOH IN (Hidroxido de sodio 1 Normal) o HCI (Acido clorhidrico 1 Normal)

gota a gota hasta que la solucion esté totalmente transparente (en caso de que se dificulte
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disolver, se puede utilizar un poco de calor). Posteriormente se afora con agua bidestilada
al volumen deseado en un matraz volumétrico. La solucidén debe almacenarse a 4 °C, en un
recipiente color ambar, ya que se degrada con la luz.

Para saber qué solventes y diluyentes utilizar en la preparacion de los diferentes reguladores
de crecimiento (asi como otras caracteristicas importantes), se puede consultar la “TABLE
FOR MOLAR EQUIVALENCE AND SOLUTION PREPARATION” que se localiza en
la siguiente direccion de internet:

https://www.sigmaaldrich.com/MX/es/technical-documents/technical-article/cell-culture-

and-cell-culture-analysis/plant-tissue-culture/growth-regulators

PREGUNTAS

1.

(Por qué el Hierro o Fierro se tiene que preparar en una solucion por separado?

2. (Cuadl es la funcion del EDTA?

3.

(Cuadl es la diferencia entre “Hormonas” y “Reguladores de crecimiento™?
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PRACTICA 2. EFECTO DE DIFERENTES LONGITUDES DE ONDA LUMINOSAS EN

LA GERMINACION DE SEMILLAS DE JITOMATE (Solanum lycopersicum) IN VITRO.
INTRODUCCION

La luz del sol o de cualquier fuente luminosa (lamparas, focos, etc.) estd conformada por radiacion
electromagnética, un tipo de energia que viaja en ondas; cada onda electromagnética tiene una
longitud de onda particular, que se define como la distancia de una cresta a la siguiente, entre mas

corta la longitud de onda, tiene mas energia y entre més larga sea, su energia es menor.

El espectro visible es la unica parte del espectro electromagnético que puede ver el ojo humano,
comprende la radiacion electromagnética que se encuentra entre 400 nm (nanometros) y 700 nm.
Dentro de este rango de longitud de onda, las plantas realizan la fotosintesis en los cloroplastos,
sin embargo, las plantas no utilizan de igual manera todas las longitudes de onda de la luz, sino
que a través de moléculas llamadas pigmentos, absorben longitudes de onda especificas y reflejan
otras. El conjunto de longitudes de onda que absorbe un pigmento se conoce como el espectro de
absorcion. El pigmento més importante en la fotosintesis que utilizan las plantas es la clorofila (a
y b). Las longitudes de onda que no son absorbidas son reflejadas, y éste es el color que vemos de
las plantas. En la figura 16 se muestran los espectros de absorcion de algunos pigmentos

encontrados en las plantas.

La luz blanca del sol o de un tubo fluorescente es la combinacion de todo el espectro de luz visible,
mismo que se puede descomponer utilizando un prisma para revelar los colores que la constituyen.
Utilizando un monocromador, que es un dispositivo que solo deja pasar una longitud de onda en
particular, se puede irradiar a la planta inicamente con esa longitud de onda, focalizando esa

energia en los espectros de emision donde la planta es mas activa, obteniendo el beneficio de
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reducir el costo de produccion de las plantas (si son cultivadas con luz artificial) ademas de obtener

un mayor desarrollo en menor tiempo.

Espectro de absorcion de los pigmentos

= Clorofila a
Clorofila b

Absorcion de luz

L./

. —'}
350 400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Figura 16. Espectro de absorcion para diferentes pigmentos. Imagen modificada de "The Light-Dependent
Reactions of Photosynthesis: Figure 57, de OpenStax College, Biologia (Avissar, ef al., 2013). Biology: OpenStax.
Licencia de CC BY 3.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/)

El papel celofan ha demostrado ser un excelente monocromador, ya que solamente deja pasar la
longitud de onda del color que tiene dicho papel, por lo que es una forma sencilla de solo irradiar
a la planta o semilla con una longitud de onda especifica. Varias especies vegetales han reportado
una mayor tasa de germinacion cuando sus semillas son irradiadas por distintas longitudes de onda,
especialmente en las longitudes de onda de color naranja o verde, mientras que otras longitudes de
onda como el rojo han producido diferentes efectos en las plantulas (Godo, et al., 2011). Sin
embargo, otras especies vegetales han experimentado una inhibicion de la germinacion al ser
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irradiados con otras longitudes de onda, especialmente en el infrarrojo lejano. Esto sucede debido
a que las semillas contienen una proteina fotorreceptora llamada fitocromo que es usada para
detectar la luz, la misma que interactia en la actividad de la semilla. (Goggin & Steadman, 2012).
Con base en esto, es necesario conocer la mejor longitud de onda que ayude a obtener el mayor
porcentaje de germinacioén de semillas de una determinada especie vegetal, asi como el mayor

crecimiento de la misma.

OBJETIVO

Determinar la longitud de onda luminosa mas eficiente en la germinacion in vitro de semillas de

jitomate (Solanum lycopersicon)

MATERIALES

e 1 Vaso de precipitado de 1000 ml (a)*

e 1 Probeta de 1000 ml (a)

e 1 Probeta de 500 ml (a)

e 1 Probeta de 50 ml (a)

e 4 Matraces de 500 ml (a)

e | Pipetade 10 ml (a)

e 20 Frascos de cultivo de 500 ml con tapa (a)
e 2 Charolas para pesar (a)

e Espatula (a)

e Barra magnética (a)

e Recuperador de barras magnéticas (a)
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e (Guantes de asbesto (a)

e 2 Goteros o Pipetas Pasteur desechables (con bulbo de hule) (a)
e 5 Contenedores de plastico de 500 ml con tapa (a)

e Plastico autoadherible (a y b)

e | Infusor de té de malla y con mango tipo pinza (b)*

e 1 Vaso de precipitado de 100 ml (b)

e 1 Probeta de 250 ml (b)

e 1 Pinza de diseccion (b)

e Papel celofan de 5 colores (Rojo, Amarillo, Verde, Azul, Blanco) (b)
e 1 Marcador indeleble (b)

e 1 Sobre con semillas de jitomate (b)

REACTIVOS

e Concentrado de medio de cultivo MS (10X) (a)
e Agua destilada (a)

e HCI 1M (a)

e NaOH 1M (a)

e Sacarosa (a)

e Agar(a)

e Agua corriente (de la llave) (b)

e Cloro comercial (6%) (b)
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Detergente comercial (b)

Alcohol etilico comercial al 96% (b)

EQUIPOS

Balanza granataria (a)

Potenciémetro (a)

Horno de microondas (a)

Autoclave (a)

Agitador magnético (a)

Campana de flujo laminar horizontal (b)

Mechero Bunsen (b)

*(a) (b) Indica la etapa del procedimiento experimental en que se requiere

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

a) Preparacion del medio de cultivo (1000 ml)

. En un vaso de precipitado de 1000 ml vaciar 500 ml de agua destilada y agregar

concentrado de medio MS (10X) para obtener una concentracion final de 0.1X
Colocar el vaso de precipitado sobre un agitador magnético, agregar y disolver 3 g de
sacarosa agitandolo con una barra magnética.

Aforar a 1000 ml utilizando agua destilada.
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10.

11.

Ajustar el pH a 5.8 + 0.02 con el potenciometro agregando gota a gota las soluciones de
NaOH 1 M o de HCI 1 M (mantener en agitacion constante).

Dividir y colocar 250 ml del medio de cultivo en cuatro matraces de 500 ml y adicionar 2
g de agente gelificante (agar) a cada uno de ellos.

Calentar los matraces en un horno de microondas a fin de disolver el agar, teniendo cuidado
de que no se derrame el medio de cultivo debido a la ebullicion del mismo; con la ayuda
de guantes de asbesto retirar el matraz del horno, agitar un poco y repetir el procedimiento
hasta que el agar se disuelva completamente.

Dividir y vaciar 50 ml de medio de cultivo en 20 frascos de vidrio (con capacidad de 500
ml).

Preparar un juego de aguas destiladas para desinfectar la semilla, para lo cual, utilizar cinco
contenedores de pléastico de 500 ml y verter agua destilada en cada uno de ellos de la
siguiente manera: Contenedor 1) Colocar 60 ml de agua destilada; Contenedor 2) Colocar
100 ml de agua destilada; Contenedores 3, 4 y 5) Colocar 200 ml de agua destilada en cada
uno y tapa todos los contenedores.

Esterilizar en la autoclave los frascos de cultivo con la tapa sobrepuesta y los contenedores
con agua destilada. De igual manera, es recomendable esterilizar las pinzas, bisturi e
infusor de té, a fin de disminuir riesgos de contaminacion.

Una vez esterilizado el medio de cultivo, dejarlo enfriar un poco dentro del autoclave y
posteriormente cerrar bien la tapa (esto para evitar que se haga vacio y después se dificulte
abrir la tapa).

Sellar los frascos con plastico autoadherible y almacenarlos para su uso posterior. De igual

manera, sellar con plastico autoadherible los contenedores que contienen agua destilada.
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En la figura 17 se muestra esquematicamente los pasos a seguir:

Tomar 10 ml del Afiadir 500 ml de Agregar 3 g de Aforar a 1000 ml
concentrado agua destilada para sacarosay utilizando agua .
MS [10X] disolver el MS disuelve destilada de manera Ajustar pH a 5.80 + 0.02

que quede el MS a 0.1X

-
{
|
ol

Esterilizar en ‘ Preparar los juegos Verter 50 ml de Calentar los matraces en VT 250/l S SIBEE
autoclave los medios de agua para medio de cultivo i oAb e it i matraces de 500 ml y
de cultivo y el agua desinfeccion en 20 frascos a fin de disolver el agar SARIGHErY g o e

para desinfeccién

Figura 17. Preparacion del medio de cultivo. (Esquema: Fabricio Ociel del Toro).

b) Desinfeccion y siembra de semillas

1. Preparar una solucion al 3% v/v de detergente liquido y agua corriente en un vaso de 100
ml no estéril.

2. En la campana de flujo laminar horizontal preparar los juegos de desinfeccion (utilizando
las aguas esterilizadas anteriormente en el autoclave) de la siguiente manera: Contenedor
1) Coloca 140 ml de etanol al 96% en el contenedor que tiene 60 ml de agua destilada
(solucion de alcohol al 70%); Contenedor 2) Coloca 100 ml de hipoclorito de sodio en el
contenedor que tiene 100 ml de agua destilada (solucién al 3% de cloro comercial).

3. Colocar 100 semillas de jitomate dentro del infusor de té, lavarlas en el recipiente con el

jabon agitando constantemente durante 5 min y enjuagarlas a chorro de agua.
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4. En la campana de flujo laminar horizontal, colocar el infusor de té con las semillas en la
solucion de alcohol al 70% durante un minuto, agitando constantemente.

5. Transferir a la solucion de cloro comercial al 3% durante 10 min, agitando constantemente.

6. Hacer tres enjuagues en agua destilada estéril (aproximadamente 5 minutos en c/u) a fin de
quitar el exceso de cloro. Agitar constantemente.

7. Con la ayuda de pinzas previamente flameadas y enfriadas, sembrar cinco semillas en cada
frasco colocandolas sobre el medio de cultivo.

8. Tapar los frascos y sellar la tapa con plastico autoadherible

9. Colocar el papel celofan de color diferente a los frascos de medio de cultivo (4 frascos con
cada color diferente) y rotular con un marcador indeleble, escribir una etiqueta con nombre,
fecha, especie sembrada y nimero de practica.

10. Colocarlos en el area de incubacion.

En la figura 18 se muestra esquematicamente los pasos a seguir:

liquido

. :‘Q‘\'{: T L —= Colocar 100 semillas de Transferir las
PI':;E";F ZOIL_‘c:,n ~ — jitomate en un infusor de samillaca sof da
PLETERE SR IARe En la campana de flujo laminar preparar té, lavarlas en la solucion alcohol al 70% y
; solucién de alcohol al 70% v/v y de cloro de jabon por 5 miny ———
e i i P
I & comercial al 3% v/v enjuagarlas

) - |

L=
\

Transferir las

Realizar tres

’ Cerrar los frascos y cubrir Con pinzas flameadas : semillas a sol. de
i e ane o brar 5 i loro al 3%y |
A e otalmente con pape eniriaqaas, sembprar . cloro a avar
de incubacién ke it P p! Y i ; min ¢/u con agua 0" v
celofan de diferentes colores semillas por frasco destilada sstaril par 10 min

Figura 18. Desinfeccion y siembra de semillas. (Esquema: Fabricio Ociel del Toro).
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RESULTADOS A REPORTAR

1. Porcentaje de germinacion de las semillas y el tiempo de germinacion.

2. Con base en los resultados anteriores, determinar cual fue la longitud de onda luminosa
mas eficiente para la germinacion in vitro de las semillas de jitomate.

3. Identificar los microorganismos que crecieron como contaminantes (si los hubo), reportar

el porcentaje de contaminacion y proponer la causa de dicha contaminacion.

RESULTADOS ESPERADOS

En la figura 19 se presenta los resultados que se espera obtener:

Figura 19. Efecto de diferentes longitudes de onda luminosas en la germinacion de semillas y crecimiento de
pléntulas de jitomate (Solanum lycopersicum) in vitro. a) Contenedores envueltos con papel celofan de diferentes
colores. b) Azul. ¢) Rojo. d) Amarillo. e) Verde. f) Blanco (control). (Fotografias: Juvencio Castaiieda).
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PREGUNTAS

1. (Cuales son las ventajas de germinar semillas in vitro?

2. (Cudl es el objetivo de utilizar papel celofan blanco?

3. Ademas del papel celofan, ;qué otro material podria ser utilizado para experimentar con
diferentes longitudes de onda luminosa?

4. (El tipo de longitud de onda luminosa es un aspecto importante para la germinacion de
semillas?

5. ¢(Cbémo se podria implementar este experimento a gran escala?
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PRACTICA 3. EVALUACION DE DIFERENTES TRATAMIENTOS DE

DESINFECCION EN EXPLANTES DE FRIJOL (Phaseolus vulgaris)
INTRODUCCION

La contaminacion en los medios de cultivo es uno de los principales problemas que enfrentan los
laboratorios de micropropagacion de plantas, la cual es causada por hongos, bacterias y virus, entre
otros; esto es debido a que las plantas en el medio ambiente se encuentran infestadas con estos
microorganismos, los cuales se pueden encontrar de manera superficial o de manera endogena o
sistémica. Una forma de disminuir los problemas de contaminacion, es desde el principio
seleccionar las plantas madre que se vean mas vigorosas y sin sintomas aparentes de enfermedad,
posteriormente se debe de elegir el explante, pudiendo seleccionar entre tallos, hojas, raices,

pétalos, semillas, meristemos, etc. (Figura 20), el cual se someterd al proceso de desinfeccion.

Figura 20. Diferentes tipos de explantes para la micropropagacion de plantas. De izquierda a derecha: raiz, nudo
con yemas, hoja, pétalo, semillas. (Fotografia: Juvencio Castafieda).
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Existe una gran cantidad de agentes desinfectantes o técnicas de desinfeccion, entre los que se
encuentran alcohol, fungicidas, bactericidas, agua oxigenada (peréxido de hidrogeno), cloro
comercial (hipoclorito de sodio), cloruro de mercurio, uso de luz ultravioleta, choque térmico,
entre otros. La eleccion del agente desinfectante y el tiempo de desinfeccion varia de acuerdo a
varios aspectos: tipo de planta, condiciones de la planta madre, edad de la planta madre y tipo de
explante. Se utilizara mas tiempo de desinfeccion y/o agentes desinfectantes mas agresivos si la
planta es lefiosa, si proviene de un lugar con plantas enfermas, si presenta sintomas de enfermedad,
si ya es muy madura, si el explante es resistente, (por ejemplo hojas y raices viejas, segmentos de
tallos lignificados), etc. Por el contrario, se utilizard menos tiempo de desinfeccion y/o agentes
desinfectantes menos agresivos si la planta es herbécea, si proviene de un lugar con plantas sanas,
si no presenta sintomas de enfermedad, si ya es muy joven, si el explante es fragil, (por ejemplo

hojas y raices jovenes, pétalos), etc., (Mroginski, et al., 2004; George, et al., 2008).

Otro problema muy importante es la contaminacion causada por virus, para eliminarlos se han
propuesto varias técnicas tales como el cultivo de meristemos, termoterapia, quimioterapia,

crioterapia y electroterapia.

Cuando se presenta mortandad en las plantulas in vitro, es importante identificar si esta se debe a
contaminacién o a algiin problema fisiologico, por ejemplo: hiperhidricidad, produccion de fenoles

(oxidacion), etc.

OBJETIVO

Comparar diferentes métodos de desinfeccion de explantes, utilizando diversos agentes

desinfectantes y técnicas asépticas de facil obtencion e implementacion.
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MATERIALES

1 Vaso de precipitado o matraz de 500 ml (a)*

1 Probeta de 500 ml (a)

1 Probeta de 250 ml (a)

1 Probeta de 100 ml

1 Pipeta (o micropipeta) de 5 ml (a)

2 Matraces de 500 ml (a)

20 Cajas de Petri estériles (a)

2 Charolas para pesar (a)

Espatula (a)

Barra magnética (a)

Recuperador de barras magnéticas (a)

2 Goteros o Pipetas Pasteur desechables (con bulbo de hule) (a)
5 Contenedores de plastico de 500 ml con tapa (a)
1 Vidrio (20 x 20 cm) o caja de Petri de vidrio (a)
Papel aluminio (a)

Papel de estraza (a)

Pléstico autoadherible (a y b)

2 vasos de precipitado de 1000 ml (b)*

1 Vaso de precipitado de 500 ml (b)

1 Probeta de 250 ml (b)

52



1 Pinza de diseccion (b)

1 Bisturi (b)

1 Navaja de bisturi Nam. 11 (b)
1 Termémetro (b)

1 Marcador indeleble (b)

Vainas de frijol inmaduro (ejotes) (b)

REACTIVOS

Concentrado de medio de cultivo MS (10X) (a)
Agua destilada (a)

HCI 1M (a)

NaOH 1M (a)

Sacarosa (a)

Agar (a)

Solucion de 6- Benciladenina (1mg/1ml) (a)
Agua corriente (de la llave) (b)

Cubos de hielo (b)

Solucion desinfectante de plata coloidal al 0.32% (b)
Agua oxigenada al 3% (b)

Cloro comercial (6%) (b)

Detergente comercial (b)

Alcohol etilico comercial al 96% (b)

53



EQUIPOS

e Balanza granataria (a)

e Potenciometro (a)

e Autoclave (a)

e Agitador magnético (a)

e Campana de flujo laminar horizontal (a y b)
e Mechero Bunsen (b)

e Horno de microondas (b)

*(a) (b) Indica la etapa del procedimiento experimental en que se requiere

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

a) Preparacion del medio de cultivo (500 ml)

1. En un vaso de precipitado de 500 ml colocar 250 ml de agua destilada y agregar
concentrado de medio MS (10X) para obtener una concentracion final de 1X

2. Colocar el vaso de precipitado sobre agitador magnético, agregar y disolver 15 g de
sacarosa agitandolo con una barra magnética.

3. Con la ayuda de una pipeta o micropipeta agregar 5 ml de 6-benciladenina

4. Aforar a 500 ml utilizando agua destilada.

5. Ajustar el pH a 5.8 £ 0.02, con el potencidémetro agregando gota a gota las soluciones de
NaOH 1 M o de HCI 1 M (mantener en agitacion constante).

6. Colocar 250 ml del medio de cultivo en dos matraces de 500 ml y adicionar 2 g de agente

gelificante (agar) a cada uno de ellos.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Tapar los matraces con papel aluminio o con papel de estraza.

Tratamiento 1 (desinfecciéon con cloro comercial).- Preparar un juego de aguas para
desinfeccion, para lo cual, utilizar cinco contenedores de plastico de 500 ml y vaciar agua
destilada en cada uno de ellos de la siguiente manera: Contenedor 1) Colocar 60 ml de agua
destilada; Contenedor 2) Colocar 100 ml de agua destilada; Contenedores 3, 4 y 5) Colocar
200 ml de agua destilada en cada uno y tapar todos los contenedores.

Tratamiento 2 (desinfeccion con plata coloidal).- En un contenedor de plastico de 500 ml
colocar 250 ml de agua destilada y tapar el contenedor

Tratamiento 3 (desinfeccion con agua oxigenada).- Preparar un contenedor de plastico de
500 ml vacio con tapa.

Tratamiento 4 (desinfeccion utilizando choque térmico).- Utilizar dos vasos de precipitado
de 1000 ml.

Envolver en papel de estraza un vidrio o una caja de Petri de vidrio para corte.

Esterilizar en el autoclave los matraces con medio de cultivo, el vidrio o caja de Petri para
corte, los contenedores con agua destilada y el contenedor vacio para los tratamientos 1, 2
y 3. De igual manera, es recomendable esterilizar las pinzas y bisturi, a fin de disminuir
riesgos de contaminacion.

En la campana de flujo laminar horizontal, vaciar el medio de cultivo en cajas de Petri
estériles (aproximadamente 25 ml en cada una) y dejar que gelifique, (no colocar la tapa
sobre la caja de Petri, mientras estd gelificando el medio, ya que esto incrementa la
condensacion de agua).

Una vez gelificado el medio de cultivo, tapar las cajas de Petri, sellarlas con plastico

autoadherible y almacenarlas boca abajo en un refrigerador a 4 °C para su uso posterior.
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De igual manera, sellar con pléstico autoadherible los contenedores que contienen agua
destilada.

En la figura 21 se muestra esquematicamente los pasos a seguir:

P —

e

Medio MS
1ox]

Tomar 50 ml del
concentrado
MS [10X]

Anadir 250 ml de
agua destilada para
disolver el MS

Agregar 15 g de
sacarosay
disuelve

Aforar a 500 ml

Agregar 5 ml de utilizando agua
Bencilaminopurina destilada de manera

T que quede el MSa 1X

amusssshe

Envolver en

Ajustar pH
a5.80 £ 0.02

I"—C:_"_- — .- E l
| ; — Jd-'

. Trg“:‘i‘]

3

En la campana de
flujo laminar, vaciar el
medio de cultivo en
cajas Petri estériles

Esterilizar en autoclave
las medios de cultivo,
los contenedores y la

caja de Petri

papel de
estraza una

caja de Petri

Preparar los contenedores
con agua y/o vacios para los
diferentes tratamientos de
desinfeccién

Verter 250 ml en dos
matraces de 500 ml,
adicionar 2 g de agary
taparlos con papel aluminio

Figura 21. Preparacion del medio de cultivo. (Esquema: Fabricio Ociel del Toro).

b) Desinfeccion y siembra de explantes

1. Preparar una solucion al 3% v/v de detergente liquido y agua corriente en un vaso de
precipitado o matraz de 500 ml no estéril.

2. Coloca 15 vainas de ejote dentro del vaso de precipitado (o matraz) con agua y jabon,
lavarlas agitando constantemente durante 5 min y enjuagarlas con agua corriente.

3. Tratamiento 1: En la campana de flujo laminar horizontal preparar el juego de desinfeccion
para cloro comercial (utilizando las aguas que se esterilizaron anteriormente en el
autoclave) de la siguiente manera: Contenedor 1) Colocar 140 ml de etanol al 96%en el
contenedor que tiene 60 ml de agua destilada (solucion de alcohol al 70% v/v); Contenedor

2) Colocar 100 ml de hipoclorito de sodio en el contenedor que tiene 100 ml de agua
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destilada (solucion al 3% v/v de cloro comercial). Colocar las vainas de ejote en la solucion
de alcohol al 70% durante un minuto, agitando constantemente. Con las pinzas previamente
flameadas, transferirlas a la solucion de cloro comercial al 3% v/v durante 10 min, agitando
constantemente. Nuevamente, con las pinzas flameadas, transferir las vainas de ejote a un
contenedor con agua de enjuague, haciendo en total tres enjuagues en agua destilada estéril
(aproximadamente cinco minutos en c/u) a fin de quitar el exceso de cloro. Agitar
constantemente.

Tratamiento 2: En la campana de flujo laminar horizontal preparar el contenedor de plastico
para la desinfeccion con plata coloidal (utilizando el contenedor de plastico con 250 ml de
agua destilada que se esterilizo anteriormente en el autoclave) de la siguiente manera:
colocar tres gotas de solucion desinfectante de plata coloidal y agitar levemente para
mezclarla homogéneamente. Colocar las vainas de ejote en la solucion de plata coloidal
durante 15 minutos, agitando constantemente.

Tratamiento 3: En la campana de flujo laminar horizontal, vaciar 250 ml de agua oxigenada
al 3% en el contenedor de pléstico vacio de 500 ml que se esterilizd anteriormente en el
autoclave y colocar las vainas de ejote durante 10 minutos, agitando constantemente.
Tratamiento 4: En la campana de flujo laminar horizontal, preparar el tratamiento para
choque térmico de la siguiente manera: en los vasos de precipitado de 1000 ml, vaciar 500
ml en cada uno. Colocar un vaso de precipitado en el horno de microondas para calentar el
agua a 60 °C y colocar cubos de hielo al otro vaso de precipitado para enfriar el agua a 4
°C. Colocar las vainas de ejote en vaso de precipitado que tiene el agua a 60 °C durante

cinco minutos, y posteriormente transferirlas inmediatamente al vaso de precipitado que
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tiene el agua a 4 °C durante cinco minutos. (registrar la temperatura que tiene el agua con
un termdémetro).

7. Una vez efectuados todos los tratamientos de desinfeccion, con la ayuda de pinzas
previamente flameadas y enfriadas, colocar las vainas de ejote sobre el vidrio de corte y
con ayuda del bisturi abrir las vainas, sacar las semillas inmaduras y separar los
cotiledones.

8. Sembrar tres semillas (6 cotiledones) en cada caja de Petri colocandolas sobre el medio de
cultivo.

9. Tapar las cajas de Petri, sellarlas con plastico autoadherible y sobre la tapa roturarlas con
un marcador indeleble y escribir nimero de tratamiento, nombre, fecha, especie sembrada
y numero de practica.

10. Colocarlas en el area de incubacion.

En la figura 22 se muestra esquematicamente los pasos a seguir:

Etanol CI 4H,0 H,0 H,0, Plata = ]

CHOH Dest. Comiin Coloidal
liquide
i —)
Preparar solucién Lavar 15 vainas de : =
al 3% v/v de jabon ejote durante 5 En la campana de flujo laminar preparar los diferentes tratamientos para

min. y enjuagarlas la desinfeccion de las vainas de ejote.

1/:\\ -
(5 “;‘\\ i TZAL
~ ../l [ re—— e
[
/
uf\\"\.
: L
& ) ke | Con pinzas y bisturi Realizar los diferentes tratamientos de desinfeccion:
]| flameados y enfriados, sacar ~ T1: Etanol 70% 1 min,, Cl al 3% 10 min,, 4H,0 Tres enjuagues 5 min ¢/u
los ejotes de las vainas y T2: Plata coloidal (tres gotas) 15 minutos
Colocar en area sembrar & cotiledones en T3: H202 al 3% 10 minutos
de incubacion cada caja Petri T4: H,0 a 60 °C 5 minutos y posteriormente H,0 a 4 °C 5 minutos

Figura 22. Desinfeccion y siembra de explantes. (Esquema: Fabricio Ociel del Toro).
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RESULTADOS A REPORTAR

1. Porcentajes de establecimiento in vitro, contaminacion y necrosis de los explantes en cada uno
de los diferentes tratamientos de desinfeccion y hacer un grafico.

2. Con base en estos resultados, determinar cudl fue el mejor tratamiento para la desinfeccion de
los explantes.

3. Identificar los microorganismos que crecieron como contaminantes (si los hubo), reportar el

porcentaje de contaminacion y proponer la causa de dicha contaminacion.

RESULTADOS ESPERADOS

En la figura 23 se presenta los resultados que se espera obtener:

Figura 23. Algunas etapas en el proceso de desinfeccion y establecimiento aséptico de explantes in vitro de frijol
(Phaseolus vulgaris). a) y b) Desinfeccion de vainas de frijol inmaduras (ejotes) ¢) Extraccion de las semillas de la
vaina. d) y e) Siembra in vitro de cotiledones. El mejor tratamiento sera el que no presente crecimiento de
microorganismos en el medio de cultivo. (Fotografias: Juvencio Castafieda).
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PREGUNTAS

1.

(En qué casos se recomienda utilizar el agua oxigenada como agente desinfectante?
(Cuadl de los tratamientos de desinfeccion utilizados considera que sea menos agresivo para
los explantes y por qué?

(Considera que otros agentes desinfectantes que existen en un botiquin de emergencia
pueden ser utiles para desinfectar explantes?

Si los explantes utilizados en esta practica hubieran sido pétalos de flores, ;Considera que
habrian sobrevivido al choque térmico utilizado?

Al momento de efectuar la desinfeccion de los explantes, desafortunadamente también se
mueren bacterias u hongos benéficos para las plantas ;como se pueden recuperar estos
microorganismos benéficos para volvérselos a colocar a las plantas una vez que se saquen

de los frascos de cultivo?

60



PRACTICA 4. CALLOGENESIS A PARTIR DE CACAHUATE (Arachis hypogaea)
INTRODUCCION

Un callo es una masa amorfa de células desorganizadas y desdiferenciadas que surge de la
proliferacion de células del parénquima y células meristematicas como respuesta a heridas
producidas en el tejido, a la aplicacion de reguladores de crecimiento, etc. Los callos tienen el
potencial para desarrollar brotes adventicios, raices adventicias o embriones somaticos, por lo que
son ampliamente utilizados en los procesos de morfogénesis indirecta in vitro (organogénesis
indirecta y embriogénesis somatica indirecta). El callo se puede transferir a un medio liquido para
formar agregados (masas de células), donde se puede tener un flujo constante de células
individuales para formar plantas completas, principalmente via embriogénesis somadtica. En
muchas especies vegetales, si la concentracion de auxinas y citocininas se encuentras en partes
iguales, se promueve el desarrollo del callo, sin embargo, hay que tomar en cuenta excepciones a
esta regla, las cuales pueden depender de las condiciones del medio de cultivo, del genotipo, etc.,
por ejemplo, en ciertas especies basta utilizar grandes concentraciones de auxinas (principalmente
acido 2,4-Diclorofenoxiacético) para la formacion de callo (Cucco, & Rossi, 2000). De igual
manera, se ha reportado que con altas concentraciones de auxina y bajas de citocinina se favorece
el desarrollo de callo en especies monocotiledoneas, mientras que si se invierte esta concentracion

se promovera el desarrollo de callo en especies dicotiledoneas.

En el caso de la produccion de embriogénesis somatica indirecta, es necesario que el callo sea
altamente embriogénico, las caracteristicas de este tipo de callo son que debe de ser friable (suave)
y presentar coloraciones crema, amarillo o verde, nunca color marron (Phillips, et al., 1995;

Pierick, 1990).
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Un aspecto muy importante que se debe de tomar en cuenta, es que las técnicas de morfogénesis

indirecta (donde hay formacion de callo) pueden generar mas variacion genética en las plantas

producidas comparadas a las técnicas de morfogénesis directa (donde no hay formacion de callo).

OBJETIVO

Inducir callo a partir de embriones cigoticos y cotiledones de cacahuate utilizando altas

concentraciones de auxina.

MATERIALES

1 Vaso de precipitado de 500 ml (a)*

1 Probeta de 500 ml (a)

1 Probeta de 250 ml (a)

1 Probeta de 100 ml

1 Probeta de 25 ml (a)

2 Matraces de 500 ml (a)

20 Cajas de Petri estériles (a)

2 Charolas para pesar (a)

Espatula (a)

Barra magnética (a)

Recuperador de barras magnéticas (a)

2 Goteros o Pipetas Pasteur desechables (con bulbo de hule) (a)
5 Contenedores de plastico de 500 ml con tapa (a)

1 Vidrio (20 x 20 cm) o caja de Petri de vidrio (a)

62



e Papel aluminio (a)

e Papel de estraza (a)

e Plastico autoadherible (a y b)

e 1 Vaso de precipitado de 250 ml (b)*
e 1 Probeta de 250 ml (b)

e 1 Pinza de diseccion (b)

e | Bisturi (b)

e 1 Navaja de bisturi (b)

e | Marcador indeleble (b)

e (Cacahuates crudos con céscara (b)

REACTIVOS

e Concentrado de medio de cultivo MS (10X) (a)

e Agua destilada (a)

e HCI 1M (a)

e NaOH 1M (a)

e Sacarosa (a)

o Agar(a)

e Solucién de Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (1mg/1ml) (a)
e Agua corriente (de la llave) (b)

e Cloro comercial (6%) (b)



Detergente comercial (b)

Alcohol etilico comercial al 96% (b)

EQUIPOS

Balanza granataria (a)

Potenciémetro (a)

Autoclave (a)

Agitador magnético (a)

Campana de flujo laminar horizontal (a y b)

Mechero Bunsen (b)

*(a) (b) Indica la etapa del procedimiento experimental en que se requiere

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

a) Preparacion del medio de cultivo (500 ml)

. Enun vaso de precipitado de 500 ml vaciar 250 ml de agua destilada y agregar concentrado

de medio MS (10X) para obtener una concentracion final de 1X

Colocar el vaso de precipitado sobre agitador magnético, agregar y disolver 15 g de
sacarosa agitdndolo con barra magnética.

Agregar 25 ml de 4cido 2,4-Diclorofenoxiacético

Aforar a 500 ml utilizando agua destilada.
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10.

11

12.

Ajustar el pH a 5.8 + 0.02, en el potenciometro agregando gota a gota las soluciones de
NaOH1Mode HCI 1 M

Vaciar 250 ml del medio de cultivo en dos matraces de 500 ml y adicionar 2 g de agente
gelificante (agar) a cada uno de ellos.

Tapar los matraces con papel aluminio o con papel de estraza.

Preparar un juego de aguas para desinfeccion, para lo cual, utilizar cinco contenedores de
plastico de 500 ml y vaciar agua destilada en cada uno de ellos de la siguiente manera:
Contenedor 1) Colocar 60 ml de agua destilada; Contenedor 2) Colocar 100 ml de agua
destilada; Contenedores 3, 4 y 5) Colocar 200 ml de agua destilada en cada uno y tapa
todos los contenedores.

Envolver con papel de estraza un vidrio o una caja de Petri de vidrio para corte.
Esterilizar en el autoclave los matraces con medio de cultivo, los contenedores con agua
destilada y el vidrio o caja de Petri para corte. De igual manera, es recomendable esterilizar

las pinzas y bisturi, a fin de disminuir riesgos de contaminacion.

. En la campana de flujo laminar horizontal, vaciar el medio de cultivo en cajas de Petri

estériles (aproximadamente 25 ml en cada una) y dejar que gelifique, (no coloque la tapa
sobre la caja de Petri, mientras estd gelificando el medio, ya que esto incrementa la
condensacion de agua).

Una vez gelificado el medio de cultivo, tapar las cajas de Petri, sellarlas con plastico
autoadherible y almacenarlas boca abajo en un refrigerador a 4 °C para su uso posterior.
De igual manera, sellar con pléstico autoadherible los contenedores que contienen agua

destilada.
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En la figura 24 se muestra esquematicamente los pasos a seguir:

Tomar 50 ml del Ariadir 2?0 ml de Agregar 15 g de i B
concentrado agua destilada para sacarosay

MS [10X] disolver el MS disuelve Agregar 25 ml de L't_'l'za”do agua
Acido 2,4- destilada de manera

Diclorofenoxiacético due quede el MS a 1X

PR -

Ajustar pH
a5.80 £ 0.02

~D Envolver en
En la campana de Esterilizar en autoclave papel de Preparar los contenedores Verter 250 ml en dos
flujo laminar, vaciarel  |os medios de cultivo, estraza una  CON agua para la desinfeccion  matraces de 500 m,
me.dlo de FU|ti?fo en los contenedores y la caja de Petri adicionar 2 g de agar y
cajas Petri estériles caja de Petri taparlos con papel aluminio

Figura 24. Preparacion del medio de cultivo. (Esquema: Fabricio Ociel del Toro).

b) Desinfeccion y siembra de explantes

1. Preparar una solucion al 3% v/v de detergente liquido y agua corriente en un vaso de 250
ml no estéril.

2. En la campana de flujo laminar horizontal, preparar los juegos de desinfeccion (utilizando
las aguas que se esterilizarton anteriormente en el autoclave) de la siguiente manera:
Contenedor 1) Colocar 140 ml de etanol al 96% en el contenedor que tiene 60 ml de agua
destilada (solucion de alcohol al 70%); Contenedor 2) Colocar 100 ml de hipoclorito de
sodio en el contenedor que tiene 100 ml de agua destilada (solucion al 3% de cloro

comercial).
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3. Quitar las cascaras de los cacahuates y colocar 40 semillas dentro del vaso de precipitado
con agua y jabon, lavarlas agitando constantemente durante 5 min y enjuagarlas con agua
corriente.

4. En campana de flujo laminar horizontal, colocar las semillas de cacahuate en la solucion
de alcohol al 70% durante un minuto, agitando constantemente.

5. Con las pinzas previamente flameadas, transferirlas a la solucion de cloro comercial al 3%
durante 10 min, agitando constantemente.

6. Con las pinzas flameadas, transferir los cacahuates a un contenedor con agua destilada
estéril (hacer en total tres enjuagues de aproximadamente 5 minutos en c/u) a fin de quitar
el exceso de cloro. Agitar constantemente.

7. Flamear y enfriar las pinzas y colocar los cacahuates sobre el vidrio de corte y con el bisturi,
separar los cotiledones y el embrion.

8. Sembrar tres semillas (cotiledones y embriones por separado) en cada caja de Petri
colocandolas sobre el medio de cultivo.

9. Tapar las cajas de Petri, sellarlas con plastico autoadherible y sobre la tapa rotular con un
marcador indeleble escribiendo nombre, fecha, especie sembrada y numero de practica.

10. Colocarlas en el area de incubacion.
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En la figura 25 se muestra esquematicamente los pasos a seguir:

S

Retirar las cascaras de los

ligquiclo

Preparar solucién

Transferir las

(% de b 3 cacahuates y colocar 40 sl
AR NP RERER En la campana de flujo laminar preparar solucion semillas en la solucion de alcohol al 70% y
de alcohol al 70% v/v y de cloro comercial al 3% v/v jabdn por 5 miny

lavar por 1 min

l

—_

enjuagarlas

e R = [e——
e — _
Can pinzas y bisturi T
: : ; z Transferir las
U flameados y enfriados, Realizar tres enjuagues de 5 min il -
5 separar los cotiledones y el ¢/u con agua destilada estéril Semillas a sl 0e
Colocar en area i cloro al 3%y lavar
de incubacidn embrion ¥ serbiaee por 10 min
cotiledones en cada caja Petri

Figura 25. Desinfeccion y siembra de cotiledones y embriones. (Esquema: Fabricio Ociel del Toro).

RESULTADOS A REPORTAR

1. Porcentaje de generacion de callo en los explantes.
2. Consistencia y color de los callos producidos.

3. Determinar el tipo de explante (embriones somaticos o cotiledones) que produjo mayor

cantidad de callo.

4. Identificar los microorganismos que crecieron como contaminantes (si los hubo), reportar

el porcentaje de contaminacion y proponer la causa de dicha contaminacion.
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RESULTADOS ESPERADOS

En la figura 26 se presentan los resultados que se esperan obtener:

Figura 26. Callogénesis in vitro en explantes de cacahuate (Arachis hypogaea). a) Inicio de la formacion de callo a
las cuatro semanas de sembrado el explante. b) Incremento en la produccion de callo a las cinco semanas de
sembrado el explante. Las flechas sefialan el tejido calloso producido. (Fotografias: Juvencio Castafieda).

PREGUNTAS

1. ¢Por qué reguladores de crecimiento como el acido 2,4-Diclorofenoxiacético produce callo
en explantes in vitro cuando se utiliza en grandes cantidades?

2. (En cudl técnica de micropropagacion se induce mads variacion somaclonal, en la
morfogénesis directa o en la morfogénesis indirecta y por qué?

3. ¢(Por qué cuando se establece la clonacion de plantas en el laboratorio, generalmente no se
elige desarrollarla por el cultivo de callos?

4. Ademas de la produccion de callo en el laboratorio, (¢ste se puede generar de manera

natural (en condiciones in vivo)?
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PRACTICA 5. ORGANOGENESIS EN VIOLETA AFRICANA (Saintpaulia ionantha)
INTRODUCCION

Dentro de las técnicas de micropropagacion de plantas, existen dos tipos de morfogénesis in vitro:
organogeénesis y embriogénesis somatica. La organogénesis es la generacion de Organos
adventicios (brotes o raices) directamente del explante o bien, indirectamente via la formacion
previa de callo, por lo tanto, se distinguen dos tipos de organogénesis: directa e indirecta. A
diferencia de la embriogénesis somatica, en la organogénesis no se forman las plantas completas
en un solo evento, de manera que se necesitan cuando menos dos medios de cultivo diferentes para
generar una planta completa. El tipo de respuesta varia dependiendo de la especie, el genotipo o
las interacciones entre las hormonas endogenas y los reguladores de crecimiento afiadidos al medio
de cultivo. El balance entre auxinas y citocininas para obtener una respuesta especifica
generalmente es complejo y en ocasiones se pueden obtener los mismos resultados con més de una
combinacidn; sin embargo, se ha observado de manera general que, la adicion de citocininas al
medio de cultivo favorece la produccion de brotes, mientras que la adicion de auxinas favorece la

produccion de raices.

De acuerdo al tipo de 6rgano que se forma, la organogénesis puede clasificarse en rizogénesis o
caulogénesis; la rizogénesis se refiere a la formacion de raices, mientras que la caulogénesis se
refiere a la formacion de brotes o parte aérea de la planta. En los cultivos in vitro se pueden generar
cultivos solamente con produccion de brotes o bien, solamente con produccion de raices, ya que
los nutrientes se encuentran directamente disponibles en el medio de cultivo haciendo que los
explantes puedan vivir de esta manera. Sin embargo, cuando las plantulas se van a sacar a
condiciones ex vitro, es necesario que la planta esté completa, por lo que los brotes se transfieren

a un medio de cultivo para generar las raices o viceversa (George, et al., 2008).

70



OBJETIVO

Identificar cual es la funcion de reguladores de crecimiento en la organogénesis directa a partir de

segmentos de hoja de violeta africana.

MATERIALES

1 Vaso de precipitado de 500 ml (a)*

1 Probeta de 500 ml (a)

1 Probeta de 250 ml (a)

1 Probeta de 100 ml

1 Micropipeta de 50 pl con punta (a)

1 Micropipeta de 200 ul con punta (a)

2 Matraces de 500 ml (a)

20 Cajas de Petri estériles (a)

2 Charolas para pesar (a)

Espatula (a)

Barra magnética (a)

Recuperador de barras magnéticas (a)

2 Goteros o Pipetas Pasteur desechables (con bulbo de hule) (a)
5 Contenedores de plastico de 500 ml con tapa (a)
1 Vidrio (20 x 20 cm) o caja de Petri de vidrio (a)
Papel aluminio (a)

Papel de estraza (a)
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Plastico autoadherible (a y b)

1 Vaso de precipitado de 250 ml (b)*
1 Probeta de 250 ml (b)

1 Pinza de diseccion (b)

1 Bisturi (b)

1 Navaja de bisturi (b)

1 Tijera o cutter (b)

1 Marcador indeleble (b)

Planta sana y joven de violeta africana (b)

REACTIVOS

Concentrado de medio de cultivo MS (10X) (a)
Agua destilada (a)

HCI 1M (a)

NaOH 1M (a)

Sacarosa (a)

Agar (a)

Solucion de Acido Indolacético (1mg/1ml) (a)
Solucién de Benciladenina (1mg/1ml) (a)
Agua corriente (de la llave) (b)

Cloro comercial (6%) (b)
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e Detergente comercial (b)

e Alcohol etilico comercial al 96% (b)

EQUIPOS

e Balanza granataria (a)

e Potencidometro (a)

e Autoclave (a)

e Agitador magnético (a)

e Campana de flujo laminar horizontal (a y b)

e Mechero Bunsen (b)

*(a) (b) Indica la etapa del procedimiento experimental en que se requiere

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

a) Preparacion del medio de cultivo (500 ml)

1. En un vaso de precipitado de 500 ml vaciar 250 ml de agua destilada y agregar
concentrado de medio MS (10X) para obtener una concentracion final de 1X

2. Colocar el vaso de precipitado sobre agitador magnético, agregar y disolver 15 g de
sacarosa agitandolo con una barra magnética.

3. Agregar con una micropipeta 200 pl de 4cido indolacético y 40 ul de Benciladenina (a

fin de tener una concentracion final de 0.4 mg/l de AIA y 0.08 mg/l de BA).
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10.

11

12.

Aforar a 500 ml con agua destilada.

Ajustar el pH a 5.8 = 0.02, en el potenciometro agregando gota a gota las soluciones de
NaOH1Mode HCI 1 M

Vaciar 250 ml del medio de cultivo en dos matraces de 500 ml y adicionar 2 g de agente
gelificante (agar) a cada uno de ellos.

Tapar los matraces con papel aluminio o con papel de estraza.

Preparar un juego de aguas para desinfeccion, para lo cual, utilizar cinco contenedores de
pléstico de 500 ml y vaciar agua destilada en cada uno de ellos de la siguiente manera:
Contenedor 1) Colocar 60 ml de agua destilada; Contenedor 2) Colocar 100 ml de agua
destilada; Contenedores 3, 4 y 5) Colocar 200 ml de agua destilada en cada uno y tapar
todos los contenedores.

Envolver con papel de estraza un vidrio o una caja de Petri de vidrio para corte.
Esteriliza en la autoclave los matraces con medio de cultivo, los contenedores con agua

destilada y el vidrio o caja de Petri para corte.

. En la campana de flujo laminar horizontal vaciar el medio de cultivo en cajas de Petri

estériles (aproximadamente 25 ml en cada una) y dejar que gelifique, (no coloque la tapa
sobre la caja de Petri, mientras esta gelificando el medio, ya que esto incrementa la
condensacion de agua).

Una vez gelificado el medio de cultivo, tapar las cajas de Petri, sellarlas con plastico
autoadherible y almacenarlas boca abajo en un refrigerador a 4 °C para su uso posterior.
De igual manera, sellar con plastico autoadherible los contenedores que tienen agua

destilada.
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En la figura 27 se muestra esquematicamente los pasos a seguir:

s i S

Tomar 50 ml del Ariadir 250 ml de Agregar 15 g de

: Aforar a 500 ml
concentrado agua destilada para gacarose y utilizando agua i
MS [10X] disolver el MS disuelve Agregar 200 Ffl de Z - Austar g
Acido indolacético  destilada de manera a5.80£0.02
5 y 40 ul de que quede el MS a 1X
Bencilaminopurina \
==z = 8
— = < { oo R | s |
| IF== O —
“Q:t\\j
Envolver en
En la campana de Esterilizar en autoclave papel de Preparar |os contenedores Verter 250 ml en dos
flujo laminar, vaciarel  |os medios de cultivo, stiasa i con agua y/a vacios para los matraces de 500 ml,
medio de cultivo en los contenedores y la caja de Petri diferentes tratamientos de adicionar 2 g de agary
cajas Petri estériles caja de Petri desinfeccién taparlos con papel aluminio

Figura 27. Preparacion del medio de cultivo. (Esquema: Fabricio Ociel del Toro).

b) Desinfeccion y siembra de explantes

1. Preparar una solucion al 3% v/v de detergente liquido y agua corriente en un vaso de 250
ml no estéril.

2. En la campana de flujo laminar horizontal preparar los juegos de desinfeccion (utilizando
las aguas que esterilizaste anteriormente en la autoclave) de la siguiente manera:
Contenedor 1) Colocar 140 ml de etanol al 96% en el contenedor que tiene 60 ml de agua
destilada (solucion de alcohol al 70%); Contenedor 2) Colocar 100 ml de hipoclorito de
sodio en el contenedor que tiene 100 ml de agua destilada (solucion al 3% de cloro

comercial).
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10.

11.

De la planta de violeta africana, seleccionar hojas jovenes con peciolo, cortarlas con tijeras
o cutter y colocarlas dentro del vaso de precipitado con agua y jabon, lavalas agitando
constantemente durante 5 min y enjuagarlas con agua corriente.

En la campana de flujo laminar horizontal, colocar las hojas en la solucion de alcohol al
70% durante un minuto, agitando constantemente.

Con las pinzas previamente flameadas, transferir las hojas a la solucion de cloro comercial
al 3% durante 10 min, agitando constantemente.

Con las pinzas flameadas y enfriadas, transferir las hojas a un contenedor con agua
destilada estéril (hacer en total tres enjuagues de aproximadamente 5 minutos en c/u) a fin
de quitar el exceso de cloro. Agitar constantemente.

Con las pinzas previamente flameadas y enfriadas, colocar las hojas sobre el vidrio de corte
y con el bisturi, cortar los extremos quemados y cortar segmentos de 1 cm? de hoja.

Con el bisturi, hacer heridas en los segmentos de hojas a fin de facilitar la penetracion de
los reguladores de crecimiento y nutrientes del medio de cultivo.

Sembrar los segmentos de hoja colocandolos sobre el medio de cultivo procurando que el
lado donde se hicieron las heridas quede en contacto con el medio de cultivo.

Tapar las cajas de Petri, sellarlas con pléstico autoadherible y sobre la tapa roturarlas con
un marcador indeleble escribiendo nombre, fecha, especie sembrada y nimero de practica.

Colocarlas en el area de incubacion.
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En la figura 28 se muestra esquematicamente los pasos a seguir:

@53 083

ligquiclo

Preparar solucién Cortar hojas jovenes de Transferir las
dl 3%y e ieon En la campana de flujo laminar preparar solucion e africar:na, col_ocarlas ApE 0 1o
: en la solucion de jabon alcohol al 70% y
de alcohol al 70% v/v y de cloro comercial al 3% v/v por 5 min v enjuagarlas lavar por 1 min

e ©

@39 @55
e Sembrar los Con pinzas y bisturi flameados y . i
A aemen e s SRR, CoFtE IoR BiEreias . Realizar tres . Transferir las
| : g enjuagues de 5 min hojas a sol. de
; i cajas Petri con gquemados, corta segmentos de Forconagun | 13%.v |
Colocarenarea: . o o itmis hoja de 1 cm?y con el bisturf ) e Gl At
de incubacion destilada estéril por 10 min

realiza heridas en los segmentos

Figura 28. Desinfeccion y siembra de explantes. (Esquema: Fabricio Ociel del Toro).

RESULTADOS A REPORTAR

1. Tipo de organogénesis obtenida en relacion a la formacion de callo.

2. Tipo de organogénesis lograda con respecto al tipo de 6rgano que se produjo en los
explantes.

3. Determinar el porcentaje de explantes que produjeron organogénesis.

4. Identificar los microorganismos que crecieron como contaminantes (si los hubo), reportar

el porcentaje de contaminacion y proponer la causa de dicha contaminacion.

RESULTADOS ESPERADOS

En la figura 29 se presentan los resultados que se esperan obtener:
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Figura 29. Proceso de desinfeccion, establecimiento in vitro y organogénesi directa a paritr de explantes de violeta
africana (Saintpaulia ionantha). a) Planta madre. b) Desinfeccion de hojas ¢) Corte de segmentos de hoja. d)
Siembra en medio de cultivo. e) y f) Organogénesis directa tipo caulogénesis obtenida después de 6 semanas de
sembrados los explantes. (Fotografias: Juvencio Castafieda).

PREGUNTAS

1. De acuerdo a los resultados de este experimento, ;Se verificd que concentraciones mayores
de auxina que de citocinina generan rizogénesis? Argumentar la respuesta.

2. (Qué tipo de reguladores de crecimiento tendran los polvos enraizadores comerciales,
auxinas o citocininas?

3. Las plantulas producidas por organogénesis ;Se pueden considerar clones?, es decir,
(conservan la informacion genética exactamente igual a la planta madre de donde se
obtuvieron los explantes?

4. Genéticamente hablando, ;cudles plantas tendrdn mayos variacion genética, las producidas
por organogénesis directa o las producidas por organogénesis indirecta? Argumentar la

respuesta.
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PRACTICA 6. PROLIFERACION DE YEMAS AXILARES DE SAUCE (Salix

bonplandiana)
INTRODUCCION

Se conoce como yema a cualquier parte de la planta capaz de brotar y crecer, son tejidos
meristematicos presentes en todas las plantas los cuales dan origen al crecimiento de la misma, de
sus ramas, raices, flores, etc.; estan presentes en todo tipo de plantas, en algunas especies se pueden
observar a simple vista, sin embargo, en otras son tan pequefias que se necesita un microscopio
para identificarlas. La yema situada en el extremo terminal del eje de una planta, se conoce como
yema apical, mientras que las yemas que se encuentran en la unién de las hojas con el tallo se

conocen como yemas axilares.

Las plantas que de forma natural presentan pocas ramas o brotes se debe a que tienen una marcada
dominancia apical, la cual es controlada por hormonas vegetales, principalmente acido
indolacético, hormona de tipo auxina que evita el crecimiento y la proliferacion de las nuevas
yemas; por el contrario, si una planta presenta una gran cantidad de ramas o brotes, significa que
su dominancia apical es débil. La dominancia apical se puede romper facilmente al cortar la parte
superior de la planta, lo que estimula el desarrollo de brotes o ramas a partir de las yemas
existentes; esto es precisamente lo que ocurre cuando se “poda’ una planta. En el laboratorio, a fin
de estimular la proliferacion de yemas, se utilizan reguladores de crecimiento especificos, los

cuales actiian como “tijeras bioquimicas” (George, et al,. 2008; Pierick, 1990).

A diferencia de la organogénesis o la embriogénesis somatica, la técnica de proliferacion de yemas
axilares es la que produce la menor variacion genética dentro de todas las técnicas de

micropropagacion de plantas, por lo que es la unica que se puede considerar una “clonacion”.
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Consiste en estimular el crecimiento de las yemas existentes en las plantas rompiendo la

dominancia apical de la misma, lo cual se efectua utilizando reguladores de crecimiento del tipo

citocinina, los cuales presentan efectos contrarios a las auxinas, permitiendo que las yemas crezcan

y se produzcan nuevas plantas, las que a su vez desarrollaran mas plantas a partir de sus yemas y

asi sucesivamente (Dhir, et al., 1984).

OBJETIVO

Conocer la respuesta in vitro que se obtiene mediante la utilizacion de reguladores de crecimiento

para la proliferacion de yemas axilares en una planta dicotiledonea (Sauce)

MATERIALES

1 Vaso de precipitado de 500 ml (a)*

1 Probeta de 500 ml (a)

1 Probeta de 250 ml (a)

1 Probeta de 100 ml (a)

1 Probeta de 50 ml (a)

1 Micropipeta de 1000 ul con punta (a)
2 Matraces de 500 ml (a)

10 Frascos de cultivo de 500 ml con tapa (a)
2 Charolas para pesar (a)

Espatula (a)

Barra magnética (a)

Recuperador de barras magnéticas (a)
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Guantes de asbesto (a)

2 Goteros o Pipetas Pasteur desechables (con bulbo de hule) (a)
5 Contenedores de plastico de 500 ml con tapa (a)
1 Vidrio (20 x 20 cm) o caja de Petri de vidrio (a)
Papel de estraza (a)

Plastico autoadherible (a y b)

1 Vaso de precipitado de 250 ml (b)*

1 Probeta de 250 ml (b)

1 Pinza de diseccion (b)

1 Bisturi (b)

1 Navaja de bisturi (b)

1 Tijera o cutter (b)

1 Marcador indeleble (b)

Pequetias ramas jovenes de sauce (b)

REACTIVOS

Concentrado de medio de cultivo MS (10X) (a)
Agua destilada (a)

HCI 1M (a)

NaOH 1M (a)

Sacarosa (a)
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Agar (a)

Solucién de Benciladenina (1mg/1ml) (a)
Agua corriente (de la llave) (b)

Cloro comercial (6%) (b)

Detergente comercial (b)

Alcohol etilico comercial al 96% (b)

EQUIPOS

*(a) (b) Indica la etapa del procedimiento experimental en que se requiere

Balanza granataria (a)

Potenciometro (a)

Horno de microondas (a)

Autoclave (a)

Agitador magnético (a)

Campana de flujo laminar horizontal (b)

Mechero Bunsen (b)

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

a) Preparacion del medio de cultivo (500 ml)

1.

En un vaso de precipitados de 500 ml vaciar 250 ml de agua destilada y agregar concentrado

de medio MS (10X) para obtener una concentracion final de 1X
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10.

11.

Colocar el vaso de precipitado sobre agitador magnético, agregar y disolver 15 g de

sacarosa agitandolo con una barra magnética.

. Con una micropipeta agregar 500 pl de Benciladenina (a fin de tener una concentracion

final de 1 mg/l).

Aforar a 500 ml utilizando agua destilada.

Ajustar el pH a 5.8 + 0.02, en el potenciometro agregando gota a gota las soluciones de
NaOH 1 Mode HCl11 M

Dividir y vaciar 250 ml del medio de cultivo en dos matraces de 500 ml y adicionar 2 g de
agente gelificante (agar) a cada uno de ellos.

Calentar los matraces en un horno de microondas a fin de disolver el agar, teniendo cuidado
de que no se derrame el medio de cultivo debido a la ebullicién del mismo; con unos
guantes de asbesto retirar el matraz del horno, agitar un poco y repetir el procedimiento
hasta que el agar se disuelva completamente.

Dividir y vaciar 50 ml de medio de cultivo en 10 frascos (con capacidad de 500 ml).
Preparar un juego de aguas para desinfeccion, para lo cual, utilizar cinco contenedores de
plastico de 500 ml y vaciar agua destilada en cada uno de ellos de la siguiente manera:
Contenedor 1) Colocar 60 ml de agua destilada; Contenedor 2) Colocar 100 ml de agua
destilada; Contenedores 3, 4 y 5) Colocar 200 ml de agua destilada en cada uno y tapar
todos los contenedores.

Envolver con papel de estraza un vidrio o una caja de Petri de vidrio para corte.
Esterilizar en la autoclave los frascos de cultivo con la tapa sobrepuesta, el vidrio o caja de

Petri para corte y los contenedores con agua destilada.
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12. Una vez esterilizado el medio de cultivo, dejar enfriarlos un poco dentro del autoclave y
posteriormente cerrar bien la tapa (esto para evitar que se haga vacio y después se dificulte
abrir la tapa).

13. Sellar los frascos con pléstico autoadherible y almacenarlos para su uso posterior. De igual

manera, sellar con plastico autoadherible los contenedores que contienen agua destilada.

En la figura 30 se muestra esquematicamente los pasos a seguir:

Tomar 50 ml del Ariadir 250 ml de Agregar 15 g de

: Aforar a 500 ml
concentrado agua destilada para sacarosay » .
MS [10X] disolver el MS disuelve Agregar 500 pl de ut_:lizando agua Ajustar pH
Bencilaminopurina destilada de manera 2 5.80 + 0.02

que quede el MS a 1X

P — ’o l /
- - &

L1

=

Preparar los juegos de

[l

Esterilizar en agua para desinfeccion Verter 50 ml de Calentar los matraces en Verter 250 ml en dos
autoclgve los medios v anyolver en papel de  medio de cultivo i hera doimiron Tdas matraces de 500 mly
de cultivo, el aguay la estraza una caja de en 10 frascos a fin de disolver el agar adicionar 2 E de agar

caja de Petri Petri

Figura 30. Preparacion del medio de cultivo. (Esquema: Fabricio Ociel del Toro).

b) Desinfeccion y siembra de explantes

1. Preparar una solucion al 3% v/v de detergente liquido y agua corriente en un vaso de 250

ml no estéril.
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En la campana de flujo laminar horizontal, preparar los juegos de desinfeccion (utilizando
las aguas que se esterilizaron anteriormente en el autoclave) de la siguiente manera:
Contenedor 1) Colocar 140 ml de etanol al 96% en el contenedor que tiene 60 ml de agua
destilada (solucion de alcohol al 70%); Contenedor 2) Colocar 100 ml de hipoclorito de
sodio en el contenedor que tiene 100 ml de agua destilada (solucion al 3% de cloro
comercial).

De las ramas de sauce, seleccionar segmentos que contengan nudos con yemas, cortarlas
con las tijeras o cutter quitandoles las hojas y colocarlas dentro del vaso de precipitados
con agua y jabon, lavarlos agitando constantemente durante 5 min y enjuagarlos con agua
corriente.

En campana de flujo laminar horizontal, colocar los explantes en la solucion de alcohol al
70% durante un minuto, agitando constantemente.

Con las pinzas previamente flameadas, transferir las hojas a la solucion de cloro comercial
al 3% durante 10 min, agitando constantemente.

Con las pinzas flameadas y enfriadas, transferir los explantes a un contenedor con agua
destilada estéril (hacer en total tres enjuagues de aproximadamente 5 minutos en c/u) a fin
de quitar el exceso de cloro. Agitar constantemente.

Con pinzas previamente flameadas y enfriadas, colocar los explantes sobre el vidrio de
corte y con el bisturi, cortar los extremos quemados y fraccionar segmentos con al menos
un nudo, procurando que el extremo inferior quede un poco mas largo que los demads, pues
es el que quedard inmerso en el medio de cultivo (procurar eliminar la yema apical en los
segmentos donde exista, ya que esta accion promueve una mejor proliferacion de las yemas

axilares).
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8. Sembrar los explantes sobre el medio de cultivo de manera vertical procurando que el
extremo inferior quede un poco inmerso en el medio de cultivo y respetando la orientacion
original que tenian en la planta (coloca 5 explantes por frasco).

9. Tapar los frascos, sellarlos con plastico autoadherible y sobre la tapa rotular con un
marcador indeleble escribiendo nombre, fecha, especie sembrada y nimero de practica.

10. Colocarlos en el area de incubacién.

En la figura 31 se muestra esquematicamente los pasos a seguir:

O
)7{_,_: B — e
/R R B N W2
Etanol CI o Y;' 9“;\\7 H \f’“}" _:4(
— g s
ligquiclo l = e 2 G .
Preparar solucién B Obtener ramas jovenes de Transferir los
al 3% v/v de jabon En la campana de flujo laminar preparar solucion Saley ct:ortar seg;‘nentdos dexpﬁlan;els al ?Dlﬁ’/
de alcohol al 70% v/v y de cloro comercial al 3% v/v R S eOl e, e
con yemas, colocarlos en y lavar por 1 min
la solucion de jabon por 5
g : min y enjuagarlos l
g 3
/
g - g f re— \:":‘Zu —
i [ e |
—t e e =
d , 5 EY
ke Con pinzas y bisturi flameados y =
/- enfriados, sobre la caja de Petri Realizar tres enjuagues de 5 min Transferir los
) cortar los extremos quemados y ¢/u con agua destilada estéril explantes a sol.
Colocar en area sembrar verticalmente los explantes de cloroal 3%y
de incubacion en los frascos con medio de cultivo lavar por 10 min

Figura 31. Desinfeccion y siembra de explantes. (Esquema: Fabricio Ociel del Toro).

RESULTADOS A REPORTAR

1. Porcentaje de explantes a partir de los cuales crecieron y se desarrollaron las yemas

axilares.
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2. Promedio de yemas originadas por explante sembrado in vitro.
3. Identificar los microorganismos que crecieron como contaminantes (si los hubo), reportar

el porcentaje de contaminacion y proponer la causa de dicha contaminacion.

RESULTADOS ESPERADOS

En la figura 32 se presentan los resultados que se esperan obtener:

Figura 32. Proliferacion de yemas axilares in vitro en explantes de sauce (Salix bonplandiana). De cada yema se
desarrollara una nueva planta, la cual a su vez generara mas yemas. (Fotografias: Juvencio Castafieda).

PREGUNTAS

1. Si se utilizan como explantes segmentos de tallo que no contengan nudos, ;se obtendra
crecimiento de yemas axilares? ;Por qué?

2. En las plantas dicotiledoneas las yemas axilares se localizan en la axila, que es la region
donde se une la hoja con el tallo, ;donde se localizaran las yemas axilares en las plantas

monocotiledéneas?

87



La técnica conocida como “cultivo de meristemos” es una forma de proliferacion de yemas,
(en qué casos se recomienda hacer la técnica de cultivo de meristemos?

(Podra establecerse la proliferacion de yemas axilares utilizando callo como explante
inicial?

(Por qué se requieren mayores cantidades de citocininas que de auxinas en la proliferacion

de yemas axilares?

88



PRACTICA 7. INDUCCION DE RAICES IN VITRO EN PLANTULAS DE JITOMATE

(Solanum lycopersicum)

INTRODUCCION

La rizogénesis in vitro es un proceso mediante el cual se producen raices en las plantulas, este
evento depende de la especie o el genotipo de cada planta, de manera que algunas pueden enraizar
en medio de cultivo sin reguladores de crecimiento, otras s6lo producen raices cuando se oscurece
el medio de cultivo lo cual se puede obtener al agregar suplementos no definidos al medio tales
como el carbon activado, el cual al oscurecer el medio de cultivo, simula las condiciones en que
se encuentran las plantas en la naturaleza, otras especies enraizan cuando se adicionan reguladores
de crecimiento tipo auxina al medio de cultivo (Olmos, et al., 2004; Baye, et al., 2020); de hecho

la mayoria de los polvos enraizadores comerciales contienen una auxina o una mezcla de ellas.

Es importante mencionar que en la literatura, existen varios trabajos en los que, para algunas
especies se prefiere hacer el enraizamiento de las vitroplantas en condiciones ex vitro, en lugar de
hacerlo in vitro; a este respecto, se puede mencionar lo siguiente: si bien, el generar la plantula con
raices in vitro significa obtener plantas mas desarrolladas, generalmente estas raices no son 100%
funcionales ya que podrian tener poca conexion vascular con el brote, haciendo que la captacion

de agua sea baja lo que ocasiona que en la aclimatacion, las plantas presenten mayor estrés.

OBJETIVO

Conocer la respuesta in vitro del 4cido indolbutirico en la rizogénesis de vitroplantas de jitomate

MATERIALES

e 1 Vaso de precipitado de 100 ml (a)*
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1 Probeta de 50 ml (a)

1 Probeta de 100 ml (a)

1 Probeta de 10 ml

1 Micropipeta de 100 ul con punta (a)

1 Matraz de 250 ml (a)

10 Tubos de cultivo de 50 ml (25 x 150 mm) (a)
2 Charolas para pesar (a)

Espatula (a)

Barra magnética (a)

Recuperador de barras magnéticas (a)

Guantes de asbesto (a)

2 Goteros o Pipetas Pasteur desechables (con bulbo de hule) (a)
1 Vidrio (20 x 20 cm) o caja de Petri de vidrio (a)
Papel de estraza (a)

Papel aluminio (a)

Gradilla para tubos de ensayo (a 'y b)

Plastico autoadherible (a y b)

1 Pinza de diseccion larga (25-30 cm) (b)*

1 Bisturi (b)

1 Navaja de bisturi (b)

1 Marcador indeleble (b)
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Plantulas de jitomate obtenidas a partir de germinacion de semillas in vitro (b)

REACTIVOS

Concentrado de medio de cultivo MS (10X) (a)
Agua destilada (a)

HCI 1M (a)

NaOH 1M (a)

Sacarosa (a)

Agar (a)

Solucién de Acido indolbutirico (1mg/1ml) (a)

EQUIPOS

Balanza granataria (a)

Potenciometro (a)

Horno de microondas (a)

Autoclave (a)

Agitador magnético (a)

Campana de flujo laminar horizontal (b)

Mechero Bunsen (b)

*(a) (b) Indica la etapa del procedimiento experimental en que se requiere
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

a) Preparacion del medio de cultivo (100 ml)

14.

. Enun vaso de precipitado de 100 ml vaciar 50 ml de agua destilada y agregar concentrado

de medio MS (10X) para obtener una concentracion final de 1X

Colocar el vaso de precipitado sobre un agitador magnético, agregar y disolver 3 g de
sacarosa agitandolo con la ayuda de una barra magnética.

Con una micropipeta agregar 100 pl de dcido indolbutirico (a fin de tener una concentracion
final de 1 mg/l).

Aforar a 100 ml utilizando agua destilada.

Ajustar el pH a 5.8 + 0.02, en el potenciometro agregando gota a gota las soluciones de
NaOH1Mode HCI 1 M

Vaciar el medio de cultivo en un matraz de 250 ml y adicionar 0.8 g (800 mg) de agente
gelificante (agar).

Calentar el matraz en un horno de microondas a fin de disolver el agar, teniendo cuidado
de que no se derrame el medio de cultivo debido a la ebullicion del mismo; con guantes de
asbesto retirar el matraz del horno, agitar un poco y repetir el procedimiento hasta que el
agar se disuelva completamente.

Dividir y vaciar 10 ml de medio de cultivo en 10 tubos de cultivo y tapar con un fragmento
de papel aluminio.

Envolver con papel de estraza un vidrio o una caja de Petri de vidrio repetir corte.

Esterilizar en la autoclave los tubos de cultivo y el vidrio o caja de Petri para corte.
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10. Una vez esterilizado el medio de cultivo, sellar los frascos con plastico autoadherible y

almacenarlos para su uso posterior.

En la figura 33 se muestra esquematicamente los pasos a seguir:

Tomar 10 ml del Anadir 50 ml de Agregar 3 g de
concentrado agua destilada para sacarosay
MS [10X] disolver el MS disuelve

Aforar a 100 ml

Agregar 100 pl de utilizando agua Ajustar pH
Acido indolbutirico  destilada de manera 2 5.80 + 0.02
que quede el MS a 1X

; L~

Verter 10 ml de

[l

. Envolver en
Esterilizar en papel de medio de cultivo Calentar el matraz en un Verter 250 ml en un
autocla_\.re los tubps ditrara tna en 10 tubos de horno de microondas a matraz de 250 ml y
de cultivo y la caja caja de Petri cultivo y taparlos fin de disolver el agar adicionar 800 mg de agar

de Petri con papel aluminio

Figura 33. Preparacion del medio de cultivo. (Esquema: Fabricio Ociel del Toro).

b) Siembra de explantes

1. En la campana de flujo laminar horizontal colocar los frascos que contienen las plantulas
de jitomate obtenidas a partir de la germinacion in vitro de semillas (practica 2 de este
manual).

2. Con las pinzas de diseccion previamente flameadas y enfriadas, sacar las plantulas de los
frascos de cultivo, colocarlas sobre el vidrio de corte estéril y con el bisturi también
previamente flameado y enfriado, cortar las raices preexistentes.
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3. Utilizar las pinzas de diseccion para transferir las plantulas sin raiz a los tubos de cultivo
con medio de cultivo para enraizamiento, colocarlas de manera vertical procurando que el
extremo inferior quede un poco inmerso en el medio de cultivo (colocar 1 plantula por
tubo).

4. Tapar los frascos de cultivo con la misma cubierta de papel aluminio.

5. Sellar los frascos con plastico autoadherible y roturarlos con un marcador indeleble
escribiendo nombre, fecha, especie sembrada y nimero de practica y ponerlos en una
gradilla.

6. Colocarlos en el area de incubacion.

En la figura 34 se muestra esquematicamente los pasos a seguir:

Transferir las plantulas
sin raiz a los tubos de
cultivo con medio para
enraizamiento.

Con pinzas y bisturi flameados y enfriados,
sobre la caja de Petri estéril, retirar las
raices asi como las hojas secas o viejas.

Dentro de la campana de flujo
laminar, sacar plantulas de
jitomate obtenidas a partir de la
germinacion in vitro de semillas.

Colocar en érea

Tapar los tubos y colocarlos
de incubacion en una gradilla

T

Figura 34. Siembra de explantes. (Esquema: Fabricio Ociel del Toro).
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RESULTADOS A REPORTAR

1. Porcentaje de explantes que desarrollaron raiz.
2. Promedio de nimero de raices por explante.
3. Identificar los microorganismos que crecieron como contaminantes (si los hubo), reportar

el porcentaje de contaminacion y proponer la causa de dicha contaminacion.

RESULTADOS ESPERADOS

En la figura 35 se presentan los resultados que se esperan obtener:

Figura 35. Enraizamiento in vitro de plantulas de jitomate (Solanum lycopersicum) a) Plantulas originadas por
germinacion in vitro de semillas. b), ¢) y d) Corte de raiz y siembra en medio de cultivo con Acido indolbutirico. e)
y f) Generacion de raiz en las plantulas después de tres semanas de sembradas en el medio de cultivo para
rizogénesis. (Fotografias: Juvencio Castaiieda).
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PREGUNTAS

—

(Queé tipo de reguladores de crecimiento son los mas utilizados para la rizogénesis?

(Por qué las plantas dentro de los contenedores con medio de cultivo pueden sobrevivir
aln sin tener raices?

Si las plantas que se utilizaron en esta practica, ya tenian raices, /por qué al retirarlas, éstas
vuelven a generarse en el nuevo medio de cultivo?

Si no se hubieran obtenido raices utilizando el 4cido indolbutirico, ;Qué otras alternativas

funcionarian para producir raices en las plantulas utilizadas en esta practica?
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PRACTICA 8. PRODUCCION DE SEMILLAS SINTETICAS DE FRIJOL (Phaseolus

vulgaris)
INTRODUCCION

En el cultivo de tejidos vegetales in vitro existen técnicas para la produccion de embriones
somaticos a gran escala, estos tienen que llevar un proceso de germinacion bajo el cultivo in vitro,
una alternativa es el encapsulamiento de los embriones en una matriz de alginato s6dico donde
contenga los nutrientes y reguladores del crecimiento necesarios para que la germinacion se lleve
a cabo. El principio de esta tecnologia es simular la presencia del endospermo el cual en las
semillas es el que provee los nutrientes al embridon, ademas de una cubierta que evite la entrada de
microrganismos que puedan contaminar el medio de cultivo (Rey & Mroginski, 2004; Rihan, et

al., 2017).
OBJETIVO

Conocer el procedimiento para encapsular embriones de frijol en una matriz para que

posteriormente se efectie la germinacion

MATERIALES

1 Recipiente de vidrio o de plastico de 250 ml
e 1 Caja de Petri (no estéril)

e 2 Matraces de 250 ml

e 2 Charolas para pesar

e Barra magnética

e Recuperador de barras magnéticas
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1 Probeta de 100 ml
Micropipeta de 1000 pl

Punta de micropipeta de 1000 ul
1 Vidrio para corte (20 x 20 cm)
1 Pinza de diseccion

1 Bisturi

1 Navaja de bisturi

Cutter

Coladera

Semillas de frijol

REACTIVOS

Alginato de sodio
Cloruro de calcio dihidratado (CaCl2-:2H20)

Agua destilada

EQUIPOS

Balanza granataria

Agitador magnético
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1. Remojar durante la noche en un recipiente de vidrio o de plastico, 25 semillas de frijol en
agua corriente (agua de la llave).

2. Preparar 100 ml de solucion de alginato de sodio a una concentracion de 3% disuelto en
agua destilada (En la Industria el alginato de sodio se disuelve en solucion de sales MS sin
cloruro de calcio, pero por fines didacticos, en esta practica se disolvera en agua).

3. Colocar la solucion de alginato de sodio en una caja de Petri.

4. Preparar 100 ml de solucion de cloruro de calcio dihidratado (CaCl>-2H>0O) a una
concentracion de 150 mM disuelto en agua destilada.

5. Colocar las semillas de frijol sobre el vidrio de corte y con ayuda de las pinzas y el bisturi,
separar los cotiledones y el embrion.

6. Colocar los embriones en el recipiente que contiene la solucion de alginato de sodio.

7. Con un cutter cortar la punta de micropipeta de manera que el embriéon pueda entrar por
ella.

8. Colocar la punta cortada en la micropipeta y tomar un embrién junto con la solucion de
alginato de sodio, posteriormente presionar suavemente el émbolo de la micropipeta
haciendo que el embrion baje junto con la solucion formando una gota, la cual tendra que
caer en la solucion de cloruro de calcio. Dejar reposar las esferas formadas en la solucion
por al menos diez minutos a fin de que gelifique correctamente la matriz de alginato.

9. Finalmente, decantar la solucion de cloruro de calcio quedando unicamente las semillas

sintéticas.
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En la figura 36 se muestra esquematicamente los pasos a seguir:

Colocar los frijoles sobre

U'na I‘IOChf-‘ antes, Pre‘;:rlarar 100 Iml de Verter la solucion Prep‘arar 100 ml de una caja de Petriy con
dejarremojando 25  solucién de algtinato de dialgiiiato e solucién de cloruro de ayuda de |as pinzas y el
semillas de frIJO| en sodioa ur.:a concentracion | sl et calcio dihidlratadc auna bisturi, separar los

agua corriente de 3% disuelto en agua concentracion de 150 MM cotiledones y el embrién.
destilada disuelto en agua destilada.

L _J Formarunagota Tomar los embriones Con la ayuda de un cutter Colocar los embriones
Decantar la solucién de  con el embrién y con la micropipeta  cortar la punta de micropipeta en la caja de Petri que
clorurode Cayobtener  colocarlaenel  junto con la solucién de manera que el embrién contiene la solucién de

las semillas sintéticas  cloruro de calcio. de alginato pueda entrar por ella. alginato de sodio.

Figura 36. Metodologia para la preparacion de semillas sintéticas. (Esquema: Fabricio Ociel del Toro).

RESULTADOS A REPORTAR

1. Describir la forma y la textura de las semillas sintéticas producidas.
2. Explicar los principales problemas encontrados durante el encapsulamiento de embriones.
3. Identificar a través de la cubierta de alginato, las partes que forman el embrion, ;Son

claramente visibles?

RESULTADOS ESPERADOS

En la figura 37 se presentan los resultados que se esperan obtener:
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Figura 37. Produccion de semillas sintéticas de frijol (Phaseolus vulgaris) a) Soluciones de alginato de sodio y
cloruro de calcio. b) Corte de la semilla de frijol mostrando los cotiledones y el embrion. ¢) Embrion. d) Embriones
en la solucidn de alginato de sodio. e) Corte de la punta de micropipeta para transferir los embriones a la solucioén de

cloruro de calcio. f) Embriones en la solucion de cloruro de calcio. g¢) Embriones encapsulados en una matriz de

alginato formando las semillas sintéticas o artificiales. (Fotografias: Juvencio Castafieda).

PREGUNTAS

1. ¢Cuales son las principales diferencias entre las semillas naturales y las semillas sintéticas
o artificiales?

2. Menciona las ventajas o desventajas que tiene el uso de semillas sintéticas vs el uso de
semillas naturales.

3. Investigar por qué en las empresas de produccion de semillas sintéticas, el encapsulado de
los embriones somaticos se hace disolviendo el alginato de calcio en solucion de sales MS
sin cloruro de calcio.

4. (Qué especies de plantas o en qué casos especificos es mejor la reproduccion de las mismas

mediante semillas sintéticas?
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PRACTICA 9. ACLIMATACION DE VITROPLANTAS DE SAUCE (Salix bonplandiana)

A CONDICIONES EX VITRO

INTRODUCCION

Ademas de la etapa del establecimiento del cultivo aséptico de los explantes in vitro, otra de las

etapas criticas en el proceso de micropropagacion es la adaptacion de las plantulas provenientes

de cultivo in vitro a condiciones ex vitro ya que, si no se tienen las precauciones adecuadas, pueden

originarse grandes pérdidas principalmente debido a las siguientes causas:

a)

b)

Choque por estrés hidrico.- esto se debe principalmente a que en los sistemas in vitro las
plantulas estan dentro de contenedores donde existe una alta humedad relativa (> 90%) y al
sacarlas de dicho contenedor se deshidratan muy rapidamente. A fin de evitar esto, una vez
que las plantulas se pasan a los contenedores con sustrato, se debe de colocar una cubierta de
pléstico (por ejemplo, una bolsa) con el objeto de crear un microambiente himedo que
provoque que la plantula no tenga un cambio brusco de ambiente, posteriormente se le van
haciendo cortes a la bolsa de plastico para que la plantula se vaya adaptando poco a poco a las
condiciones en invernadero.

Contaminacion causada por microorganismos.- las plantulas crecidas dentro de los
contenedores de laboratorio, viven en condiciones asépticas, libres de cualquier tipo de
microorganismo que pueda afectar su crecimiento, por lo que, una vez que son transferidas a
sustrato, pueden sufrir ataques por hongos, bacterias, etc., causando su muerte. Para evitar
esto, antes de transferir las plantulas al sustrato, se les debe de dar un “bafio” con solucion
fungicida-bactericida para que tenga proteccion contra microorganismos presentes en el
sustrato; de igual manera, se recomienda esterilizar el sustrato antes de utilizarlo. En el caso

de que las plantulas necesiten de microorganismos benéficos que formen simbiosis con ellas
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para poder vivir (por ejemplo, hongos micorrizicos, bacterias fijadoras de nitrégeno, etc.),
¢éstos se deben de transferir a la plantula antes de colocarla en el sustrato.

c) Falta de agua y nutrientes.- dado que en condiciones in vitro las plantulas viven en un medio
de cultivo con un pH establecido, y ademads tienen los nutrientes y el agua disponibles en todo
momento, éstas pueden vivir hasta sin formar raices, e incluso se les agrega fuentes de carbono
como la sacarosa (para restablecer su tasa fotosintética), haciendo que su nutricion sea de tipo
mixotrofa. Sin embargo, una vez que son transferidas al sustrato, es necesario estar al
pendiente de que no les falten nutrientes, agua y mantener un pH del sustrato 6ptimo para la
absorcion de dichos nutrientes, ya que de no ser asi, es posible que se retrase el crecimiento y

desarrollo de las plantas, llegando incluso a morir.

El proceso de adaptacion es dependiente de la especie de la planta, una planta acuatica que crece
de manera in vitro podria no necesitar un periodo de adaptacion, y colocarse directamente bajo el
agua en un estanque o pecera; sin embargo, un cactus que en la naturaleza vive en un ambiente
desértico, requerird de un periodo de adaptacion mas largo para soportar el gran cambio en la
humedad. Se debe de conocer con exactitud las condiciones ambientales en los que la planta de
interés crece de manera mas favorable para llevar a cabo el proceso de adaptacion (Pierick, 1990;

Azcon-Bieto & Talon, 2000; Hazarika, 2003).

OBJETIVO

Adaptar plantulas de sauce in vitro, a condiciones ex vitro en invernadero

MATERIALES

e 10 Macetas de pléstico (chicas o medianas)

e 10 Bolsas de plastico (que cubran las macetas)
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e 1 Pinza de diseccion

e 2 contenedores de plastico

e Agua corriente (de la llave)
e Cinta Masking Tape

e Guantes de nitrilo o de latex
e Marcador indeleble

e Vitroplantas de Sauce

REACTIVOS

Peat Moss (musgo canadiense)

e Perlita o vermiculita

e Polvo fungicida (por ejemplo: CAPTAN)

e Polvo bactericida (por ejemplo: BACTROL)

e Polvo enraizador (por ejemplo: RADIX)

EQUIPOS

e (Camara de adaptacion o invernadero

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1. Enun contenedor de plastico, hacer una mezcla de 7 partes de Peat Moss con 3 partes
de vermiculita o perlita. (O bien, se puede utilizar un sustrato con la mezcla ya hecha).
2. Humedecer la mezcla con agua corriente hasta que, al exprimirla levemente, comience

a salir el agua (prueba del puiio)
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10.

11.

Colocar la mezcla de sustrato en las macetas

En un contenedor de plastico, preparar una solucion fungicida-bactericida (1 g/l de
CAPTAN + 1 g/l de BACTROL) disueltos en agua corriente

Con las pinzas de diseccion, sacar las plantulas de los contenedores in vitro, lavar las
raices en agua corriente para quitarle los restos de medio de cultivo y colocarlas en la
solucion fungicida-bactericida durante 10 minutos y agitarlas eventualmente

Sacar las plantulas de la solucién fungicida-bactericida y poner un poco de polvo
enraizador en la base de la misma.

Colocar las plantulas en las macetas donde previamente se puso el sustrato, procurando
que la raiz quede totalmente cubierta

Colocar una bolsa de plastico sobre la maceta y fijarla muy bien con cinta masking-
tape

Rotular la maceta con el marcador indicando la especie, el nombre del operario, pero
sobre todo la fecha de siembra, a fin de saber cuando se van a hacer los cortes
posteriores.

Colocar la maceta en la camara de adaptacion o en el invernadero.

Hacer cortes en la bolsa de plastico de la siguiente manera: un corte en la esquina
derecha de la bolsa a los 12 dias de la siembra, 3 dias después un corte en la esquina
izquierda, 3 dias después hacer el corte a lo largo de la parte superior de la bolsa,

finalmente, 2 dias después, remover la bosa y transferir la plantula al vivero.
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En la figura 38 se muestra esquematicamente los pasos a seguir:

&,
¢

) T
i

e

Lavar las raices en agua para

L&

— Con ayuda de las quitar restos de medio de
Mezclar 7 partes de Colocar la mezcla Preparar solucion fungicida- pinzas, retirar la cultivo y colocarlas en I
peat moss, 3 partes  desustrato en las  bactericida (1 g/L de c/u) plantula del medio  solucidn fungicida-bactericida

de vermiculita y macetas disueltos en agua corriente de cultiva dlivarte 10 firutes

humedecer la mezcla

Realizar cortes en |a bolsa de plastico de |a siguiente manera:

] ; ’ Colocar las pléntulas en las macetas
un corte en una esquina de |la bolsa a los 12 dias de la siembra, P

; ; 3 : 7 U PR Colocar polvo
3 dias despues, realizar un corte en la otra esquina, 3 dias procurando F""e 2 alz_quede i
; 3 : totalmente cubierta, cubrir con una enratzador en
después, realizar el corte a lo largo de la parte superior de la o ld Base de:l
i i 4 : bolsa de plastico y colocarlas en la a basedela
bolsa, finalmente, 2 dias después, remover la bosa y transferir ; i ; 1Srtdl
cdmara de adaptacion o invernadero praniula

la plantula al invernadero o vivero.

Figura 38. Aclimatacion de vitroplantas de Sauce. (Esquema: Fabricio Ociel del Toro).

RESULTADOS A REPORTAR

1. Tasa de supervivencia de las plantulas adaptadas.
2. Identificar los microorganismos que crecieron como contaminantes (si los hubo) en el
proceso de aclimatacion, reportar el porcentaje de contaminacion y encontrar las probables

causas de dicha contaminacion.
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RESULTADOS ESPERADOS

En la figura 39 se presentan los resultados que se esperan obtener:

Figura 39. Aclimatacion de plantulas de sauce (Salix bonplandiana) a condiciones ex vitro. a) Propagacion in vitro
(proliferacion de yemas axilares). b) y ¢) Enraizamiento in vitro. d) y e) Transferencia de las vitroplantas a
contenedores con sustrato. f) Colocacion de bolsa de plastico para crear un microclima que evita pérdidas debido al
estrés hidrico. (Fotografias: Juvencio Castafieda).

PREGUNTAS

1. ¢Qué diferencias se presentan en los estomas de las plantas antes y después de llevar a cabo
el proceso de aclimatacion?

2. (Qué sucede si no se hace la aclimatacion de las plantulas producidas in vitro antes de
transferirse al invernadero o campo?

3. En el sustrato para la adaptacion, ;Qué compuestos podrian sustituir al Peat Moss?

4. En las Empresas donde se producen miles de plantas, el proceso de la colocacion de bolsas
de plastico en cada maceta, no resulta redituable ;Coémo se soluciona este problema?

5. (Coémo se podria mejorar el proceso de adaptacion para una planta de interés particular?
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ANEXO 1. ABREVIATURAS:

AIA Acido indolacético

AIB Acido Indolbutirico

ANA Acido naftalenacético

BAP/BA Bencilaminopurina / Benciladenina
KIN Kinetina o Cinetina

ZEA Zeatina

EDTA Etilendiaminotetraacetato

MS Murashige y Skoog (1962)

G Gramos

Mg Miligramos

mg/ml Miligramos por mililitro

mg/L Miligramos por litro

L Litros

Ml Mililitros

pH Potencial de hidrogeno.

p/v, m/v Peso por volumen o masa por volumen (concentracion)
v/v Volumen por volumen (concentracion)
UV Ultravioleta

\\ Watts

°C Grados centigrados

0.1 X Concentracion al 10% o 0.1 veces

1 X Concentracion al 100% o 1 vez

10 X Concentracion al 1000% o 10 veces
2,4-D Acido 2,4-diclorofenoxiacético
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ANEXO 2. CONCEPTOS BASICOS DE CONCENTRACION DE SOLUCIONES Y

CALCULOS COMUNMENTE UTILIZADOS:

Tabla de equivalencias

1 mg/l 0.001 mg/ml
1 ml 1000 pl

1 mg 1000 pg

1 mol 1000 mmol
1 ml 1 cc

Porcentaje (%)

Es una de las maneras mas simples de expresar una concentracion

a) Porcentaje masa-masa. - se define como la masa de soluto (expresado en g), por cada 100

g de soluciodn. Para su determinacion, utilizar la ecuacion:

" masa de soluto (g) 100
= *
bm/m masa de solucion (g)

Se expresa en % p/p o bien % m/m

b) Porcentaje masa-volumen. - se define como la masa de soluto (expresado en g), por cada

100 ml de solucion. Para su determinacion, utilizar la ecuacion:
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" masa de soluto (g) 100
= *
bm/v volumen de solucién (ml)

Se expresa en % p/v o bien % m/v

c) Porcentaje volumen-volumen. - se define como el volumen de soluto (expresado en ml),

por cada 100 ml de solucion. Para su determinacion, utilizar la ecuacion:

volumen de soluto (ml)

%v/v= 100

volumen de solucién (ml) *

Se expresa en % v/v

Calculos:

1.- Si se disuelven 30 g de sacarosa en 1000 g de agua ;Cual sera el % m/m de dicha

solucion?

Utilizar la formula % m/m donde

Msoluto = 30 g

Msolvente = 1000 g

Msolucion = 1030 g

% m/m = ;?
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Sustituyendo los valores en la formula se tiene que:

% masa de soluto (g) 100
= *
6m/m masa de solucién (g)

% m/m = *100 =3

1030 g

El porcentaje masa/masa es 3%, es decir, que por cada 100 g de solucion existen 3 g de sacarosa.

2.- ;Qué cantidad de jabon liquido y de agua se necesitan para preparar 100 ml de solucion

de jabon al 5%?
Utilizar la féormula % v/v donde
Visoluto = (_,{7

Visolvente = (_,{)

Visolucion = 100 ml

% v/Iv=15%
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Sustituyendo los valores en la formula y despejando la incognita se tiene que:

% volumen de soluto (ml) 100
= *
bv/v volumen de solucién (ml)

(volumen de solucién) * (% v/v)
100

= volumen de soluto

100 ml * 5%

100 = 5ml

Dado que Violucion = Vsolvente T Vsoluto  para calcular el volumen de agua necesario, se despeja la

formula y se sustituyen los valores:

Vsoluci(’)n - Vsoluto = Vsolvente
100 ml -5 ml=95ml

Se necesitan diluir 5 ml de jabon liquido en 95 ml de agua, para tener 100 ml de volumen de

solucion final.

Dilucion de soluciones concentradas

En el laboratorio, es comun preparar soluciones concentradas (conocidas como soluciones madre
o soluciones stock), a partir de las cuales se preparan soluciones diluidas, las cuales se preparan

basandose en la siguiente férmula (ecuacion de dilucion):

CiVi=CV,
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Donde,

C1 = Concentracion de la solucion concentrada (solucion inicial)

V1 = Volumen necesario de la solucion concentrada

C>, = Concentracion de la solucion diluida (solucion final)

V2 = Volumen final de la solucion diluida

En donde siempre se cumple la relacion: C; > Coy Vo> V)

En los laboratorios de Micropropagacion de plantas, generalmente se prepara una solucion stock

de concentrado de medio de cultivo MS, el cual es de los medios méas ampliamente utilizados.

Calculos:

1.- ;Cuantos ml de una solucion de medio de cultivo MS concentrado (10X) se deben tomar

para preparar 1 litro de medio de cultivo a una concentracion de 1X?

Utilizar la féormula C1V; = C,V; donde

Ci=10X
Vi=¢?
C=1X
V2 =1000 ml

Sustituyendo los valores en la formula y despejando la incognita se tiene que:

(10X) (V1) = (1X) (1000 ml)
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v1 = (1X) (1000 mi)

10X =100 ml

Se necesitan 100 ml de la solucion Stock (10X)

Las soluciones de reguladores de crecimiento generalmente se preparan en una relacion de 1

mg/ml, es decir que en esta solucion hay 1 mg de soluto por cada ml de volumen de la disolucion.

2.- Si se necesitan preparar 700 ml de medio de cultivo MS con 12 mg/l de Benciladenina
(BA) y 0.5 mg/l de Acido indolacético (AIA), ;cuantos ml de una solucién de BA [1 mg/ml]

y cuantos ml de una solucion de AIA [1 mg/ml] se deben tomar?

Para B4:
Ci1 =1 mg/ml
Vi=;?

C2=12mg/1=12 mg/1000 ml = 0.012 mg/ml
V2 =700 ml

Sustituyendo los valores en la formula C1 Vi = C2V» y despejando la incognita tenemos que:

(1 mg/ml) (V1) = (0.012 mg/ml) (700 ml)

_ (0.012 mg/ml) (700 ml)

(1 mg/mD 8.4 ml
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Se necesitan 8.4 ml de la soluciéon de BA

Las soluciones de reguladores de crecimiento generalmente se preparan en una concentracion de
1 mg/ml, es decir que en esta solucion existe 1 mg de soluto por cada ml de solvente, por lo que al

agregar 8.4 ml equivale a agregar 8.4 mg de BA

Para AIA:
Ci =1 mg/ml
Vi=y?

C2=0.5 mg/l = 0.5 mg/1000 ml = 0.0005 mg/ml
V2 =700 ml
Sustituyendo los valores en la formula C1 V1 = C2V2 y despejando la incognita tenemos que:

(1 mg/ml) (V1) = (0.0005 mg/ml) (700 ml)

_(0.0005 mg/ml) (700 ml)

(1 mg/mD) = 0.35ml =350 ml

Se necesitan 0.35 ml (350 pl) de la solucion de AIA

Las soluciones de reguladores de crecimiento generalmente se preparan en una concentracion de
1 mg/ml, es decir que en esta solucion existe 1 mg de soluto por cada ml de solvente, por lo que al

agregar 0.35 ml (350 ul) equivale a agregar 0.35 mg (350 pg) de AIA
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Molaridad (M)

Para comprender qué es la molaridad, es necesario primeramente definir qué es un MOL (mol).

El MOL es una medida del Sistema Internacional (SI) para medir cantidad de sustancia; equivale
a 6.02214076 x 10%* (*) unidades elementales (4tomos, moléculas, iones, fotones, electrones,

radicales u otras particulas o grupos especificos de éstas).

Para entenderlo mejor: en la tabla periddica de los elementos quimicos un atomo de Hierro (Fe)
tiene una masa atomica de 55.845 u (unidades de masa atdmica)**, entonces 6.02214076 x 10?3

atomos de Fe, tendran una masa atdmica de 55.845 g, es decir, 1 mol (55.845 g/mol).
55.845 gde Fe =1 mol de Fe
(1 mol equivale a la masa atdmica expresada en gramos)

Otro ejemplo: Una molécula de agua (H20), de acuerdo a los valores de la tabla periodica de los
elementos quimicos, tiene una masa molecular de 18.01528 u [la suma de las masas atomicas de
2 atomos de Hidrogeno y un atomo de Oxigeno: (1.00794 x 2) + 15.9994 = 18.01528], entonces
6.02214076 x 10> moléculas de H>O, tendran una masa molecular de 18.01528 g, es decir, 1 mol

(18.01528 g/mol).
18.01528 g de H,O = 1 mol de H,O
(1 mol equivale a la masa molecular expresada en gramos)
*Valor numérico de la constante Na de Avogadro

(12

**[Las unidades de masa atomica se expresan como “u” o como “Da”, ésta tltima en honor de John

Dalton, quimico britanico al que se debe la primera formulaciéon moderna de la teoria atomica.
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Una vez comprendiendo esto, se procede a definir Molaridad.

Molaridad es una unidad de concentracion que expresa el nimero de moles de soluto disuelto por

litro de solucion

Formula general para calcular la Molaridad:

Numero de moles de soluto

litro de soluciéon

Célculos:

1.- ;Cuantos gramos de hidroxido de sodio (NaOH) se necesitan para preparar 100 ml de

una solucion 1 M?

Paso 1. Transformar los mililitros a litros:

100 ml» Z75

Paso 2. Escribir el significado de la concentracion a preparar

1 mol
1L
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Paso 3. Escribir la masa molar de la sustancia (suma de las masas atomicas de cada elemento que

la forman)

40 g NaOH
1 mol

Paso 4. Agrupar los pasos del 1 al 3 y resolver las operaciones

1L 1mol 40g

100ml* 500 * 1L " Tmol ~

4g

Se necesita pesar 4 g de NaOH para preparar 100 ml de una solucion 1M.

2.- ;Cuantos mililitros de acido clorhidrico (HCI) con una pureza de 37% y una densidad de

1.14 g/ml se necesitan para preparar 100 ml de una solucion 1 M?

Paso 1. Transformar los mililitros a litros:

100 ml» 2700

Paso 2. Escribir el significado de la concentracion a preparar
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1 mol
1L

Paso 3. Escribir la masa molar de la sustancia (suma de las masas atomicas de cada elemento que

la forman)

36.46 g HCI (puros)
1 mol HC]

Paso 4. Tomar en cuenta la pureza

100 g HCI (impuros)
37 g HCI (puros)

Paso 5. Transformar de gramos a mililitros tomando en cuenta la densidad

1 ml HCI (impuros)
1.14 g HCI (impuros)

Paso 6. Agrupar los pasos del 1 al 5 y resolver las operaciones

1L 1mol 36.46 gHCI (puros) 100 g HCl (impuros) 1 ml HCI (impuros)
*

100 ml = * * * -
1000 ml 1L 1 mol HCI 37 g HCI (puros) 1.14 g HCI (impuros)
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Se necesita 8.64 ml de HCI para preparar 100 ml de una solucion 1M.

3.- (Cuantos gramos de Cloruro de calcio dihidratado (CaCl, * 2H>O) se necesitan para

preparar 100 ml de una soluciéon 150 mM?

Paso 1. Transformar los mililitros a litros:

100 ml =

1000 ml

Paso 2. Escribir el significado de la concentracion a preparar

150 mmol
1L

Paso 3. Escribir la masa molar de la sustancia (suma de las masas atomicas de cada elemento que

la forman)

147.014 g CaCl2 « 2H20
1000 mmol

Paso 4. Agrupar los pasos del 1 al 3 y resolver las operaciones
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1L 150 mmol  147.014g

100 ml -
M T000ml ©~ 1L 1000 mmol

Se necesita pesar 2.2 g de CaCl, ¢ 2H,0 para preparar 100 ml de una solucién 150 mM.

Normalidad (N)

Se define como el niimero de pesos equivalentes-gramo del soluto por litro de solucion. Indica qué
tan reactiva es la solucion de la especie disuelta, en lugar de qué tan alta o diluida es su
concentracion, por lo tanto, a diferencia de la molaridad, la normalidad varia segun la reaccion en

la que participa el soluto.

(Qué son los equivalentes? Son las partes que tienen en comun un conjunto de especies reactivas,
por ejemplo acidos, bases o hidroxidos, sales, etc., con base en esto, se pueden indicar las

siguientes definiciones:

Equivalente de un Acido: Es la cantidad de moles de H* proporcionada por un mol de acido

(hidrécido u oxiéacido) cuando se disuelve en agua.

1 HC1 + H,O produce H™ + CI (1eq) I mol HC1=36.5g=1¢q
1 H,SO4 + H2O produce 2 HY + SO4* (2eq) 1 mol HoSO4 =98 g=2eq
1 HsPO4 + H,O produce 3 H'+ PO4* (3eq) 1 mol H3PO4=98 g=3 eq

Equivalente de una Base o Hidroxido: Es la cantidad de moles de OH™ proporcionada por un mol

de base cuando se disuelve en agua.

1 NaOH + H>O produce Na*+ OH- (1eq) I mol NaOH=40g=1¢eq
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1 Ca(OH), +H,O produce Ca’"+2 OH- (2eq) 1 mol Ca(OH)=74g=2eq
1 AI(OH); + HO produce AlI**+3 OH- (3eq) 1 mol AI(OH); =78 g=3 eq

Equivalente de una Sal: Es la cantidad de moles de cargas positivas (o negativas, ya que son

iguales) proporcionada por un mol de sal (haloidea u oxisal) al disolverse en agua.
1 NaCl + H,O produce Na'+ CI (leq) 1molNaCl=585g=1¢eq
1 BaCl, + H,O produce Ba?"+2 CI (2eq) 1 molBaCl,=208.2g=2¢eq

1 Al,(CO3)3 + H,O produce 2 AP*+3COs>  (6eq) 1 mol Al,(COs3)3=234g=6¢q

Formula general para calcular la Normalidad:

Ndmero de equivalentes de soluto

litro de soluciéon

Donde para calcular los equivalentes se pueden usar las siguientes formulas:

Acidos:

Masa de un mol de moléculas o de unidades féormula de la sustancia

1 equivalente = - - — z o
q numero de iones hidrégeno en la formula del acido
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Bases o Hidroxidos:

Masa de un mol de moléculas o de unidades férmula de la sustancia

1 equivalente = - - . p
d numero de iones hidréxido en la férmula

Sales:

Masa de un mol de moléculas o de unidades féormula de la sustancia

1 equivalente = — — — -
numero decargas positivas totales o nimero de cargas negativas totales

Calculos:

1.- (Cuantos gramos de hidroxido de sodio (NaOH) se necesitan para preparar 100 ml de

una solucion 1 N?

Paso 1. Seleccionar la formula a utilizar para calcular los equivalentes:

Dado que el NaOH es un hidréxido, calculamos los equivalentes utilizando la siguiente férmula:

Masa de un mol de moléculas o de unidades féormula de la sustancia

1 equivalente = - - . -
d numero de iones hidréxido en la férmula

Paso 2. Sustituir los valores respectivos en la ecuacion:

Si la masa de un mol de NaOH = 40 g, sustituyendo la formula calculamos los equivalentes:

40 gramos

1 = 40 gramos

1 equivalente =
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Paso 3. Sustituir el valor obtenido, en la formula general de la normalidad:

_ Numero de equivalentes de soluto 40 g

litro de soluciéon 1L

Paso 4. Transformar los mililitros a litros:

100 ml+ 2750

Paso 5. Agrupar los pasos del 3 y 4, y resolver las operaciones

1L 40g

100ml+ To60m * 1L

4g

Se necesita pesar 4 g de NaOH para preparar 100 ml de una solucion 1N.

Nota.- De los célculos hechos para calcular la Molaridad y Normalidad, se observa que para
preparar 100 ml de una solucién 1 M de NaOH se debe de pesar 4 g y para preparar 100 ml de una
solucion 1 N de NaOH también se debe de pesar 4 g, por lo cual, se puede concluir que cuando el

numero de H', OH" o la carga de los iones sustituibles es igual a 1, el valor de M = N.
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