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introducclon al cultlvo de Telido en Plantas

L a Agricukura constituye una actividad muy importante dentro de las economias de los Paises
Goh.Desarrnifadas v en algimas instancias constiluye la mayor actividad econdmica

Aungqiie ps una necesidad de dichos paises ef incremento de 1a produecion de alimento para su
propia subsistenria, la prodiceidn de cullives dedicados 3 13 exportarion continua siendo
relevante por la qeperacién de exporlaciones gue ello implica v per conoigniente la generacidn
de ingreeas por concepda de expertaciones, crecimisnte erondamico v generacion de empleos
{a Bwleenologia afrece nusvas y excilantes opertinidades en especiat para #f mejoramiento
de importantes fimitaciones no solucionables mediantie los mélados convencionales . expresados
en especial por la falta de material de siembra.

Flrol potencial que Ia Riotecnologla se ve expresadoe en especial en las siguienies esferas:

Produccién de material ibre de enfermedades para ser usado come material de
stembra

-Propagacion rapida de genolipos de inlerés
-Reduccién del tiempo de creacion de una variedad
Manmterimiente de Germoplasma “in vilro™

-Mapeo genomico para faciflar el proceso de seleccion

Desarroflo de plantas fransyénicas con resistencia o inlerancia a importanies
enfermedades, plagas y esirés abidtico

-Desarrnllo de diagndstice para la deleccion de palégenos
Produccidn de material de siembra libre de enfermecdades.
Se rconsidera nue es la bage de Indn Programa de produccaian da cemilla ds raproduncidn

vegetativa Por tal razon se dan algunos elementos gue deben de tenerse en cuenia

Cultivo de tejidos para la Eliminacién de Patégenos:

Los patdgenos wegetales. tales como nemilodoes. bongos  baclerias y uirus. pueden sey
tranemitidiag de plamtas epfermas a plantac canas Sip emharge nn tadas lag rébilas rasuitan
infertadas: ag tejidos meristematicas se epcueniian alqunas veces jfibres de enfermedades por
o que nc posible recobrar plantas no infecladas medianie téenicns de cubive fin vitro” de
meristemag v lograr su eracimientn como plamas sanas.

tra fae aspectar e afertan sl vater de vso de coalgquier semills de repradursidn vegetativa es
ta presencia de enfennedades v plagas goe |z afectan. de ahi gque ol Coltivo de Yejidos para Ta
Eliminacifnn de Patogenos, adauiera una qran impaerancia pere e oin rantevia de wlilizacién
de Ia Biotecnologia como una via de reproduccinn acelerada del matesial de =iembra

1 Esterilizacion <le la superficie
Sila stiperficie del material yegetal ectd contaminada por patagenecs p saprafilos v ésle as
sembrarda an un medio de cultivo . algunes de o contaminantes cracan capidamesnte v pueden
matar Al leride v al argane fexplante) de Ja planta  La mavaria de los contaminantes de
srpparficie tales conto bacteriae v honans, tneden ser elinnadn: por esterdizacion de la
superficie del material veoetal con un agente asteribzader amopiadts
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Lag¢ agertes ecterilizadores de la superficie sk aplican normalmente dueante 10 a 15 minutas
Raje condiciones asépticas. 12 solucidn esterilizadora es megn #liminada v ol material vegetal
lavade 3 & 4 veces durante & minutas cada vez por agiacién en agoa destilada estéril Fl lavado
es muy importante para eliminar el exceso del agente esletiizadar et cual puede inhibir el
crecimiento de |2 planta

a) Etanol { alcoholy

E! alcahol e 1in aqente esterifizadar comiin de la superficie para emingr hacterias y honges, y
es frecyentemente wilizado como un breve favado ames de aplicar otros ratamientos de
eclerilizacion de I3 superficie de las plantas Tiene 1na baja tension snperficial y puede panetrar
facimente entre fas pilnsidades foliates v mojar la supetficie de 1a plamta El etanol al 70% es
mas efertivo comao agenie esterilizador que ef 4% 6 100%

b} Hipoclorita de sodio o de calkeio

La supetficie del material veqetal puede tamhidn cer esieritizada con soluctones acioosas de
hipnciorite de sadio iINADCH o de hipeclarito de calcio(Ca0Ch  ta cal de calkeio a8 praferida
pargue s menns fitotédvica  tuchos laboratorine ybilizan lejta de s deaméstien tal come
Clorne  Estns producing comerciales contienen normalmente A 249% de NaOCl como prineipio
activo  Cuando se les dikrye con agua { una parte de ia legia por 9 partes de aqua), la solucidn
scterilizadora resultante deberd contener no menos de 0 A% de Na!

Debide a ka disnciarién rampleta et hipaciorite tiene una actividad relativamenie pequefia a un
oh siperior a B0 v es mas eleclive fjanda fa solucion alrededor de un ph de A0 1.3 superficie
del lejidn  diseciade v diseretamentes sumergidn rompletaments e s sokicign de hipnelorite
queda e<terifizada después de una exposicion de 10 & 15 mimtos A conlinuacion  del
tratamienla, ol material tralada debe sar lavade cuidadesamente con varine cambine de agua
destilada para efiminar completamente el desinfectanie

c) Bickoruio de mercurio

El biclorure de mercurio (HaCl ) ha sida ilizade camo desinfactanie pese a que es
extremadamente Yoyicn  La snhiridn ds biclorura de mereurin ac yoldtil a temperatura ambients
v puede proyocar emvenenamienta por mercurio. Por lo tanio recoinendamos st S0 come
ageme esteribizador,

d} Bactericidas y fungicidas

Can el material que <o  encuentta dafdemenle enntaminads  algimos  invectigadores
recowmiendan ¢ lavade en una mezala bactericida 7 fundicida comercial antes de proceder 2 I3
ecterifiranidn de 1a enperficie Debe recordaree, sin embargqo  que ects teatamiento no liene
afeclo sobre inferciones cisldmicas | & seccidn 5 da una lista de hactericidas y fungicidas
cenjumlamenle can informacién referente a su uso

e} antibidticos’

A pesar de ser ilizades ntinariatments en el culfive de rildas animates para prevenir
comaminaciones hacterianas. ns antibidlicos no han sido muy nitizades en sl cultive de tejidos
vegelalrs | os fisidlegns 7 finales de bs afins 80, sabian que o= preducios naturales pneden
aterar el crevimientn vy decarroflo de Ios cultivas “in vilro” de iejidos vegetales [ hechn, dos
fejidec vegeiales san sencibles a las antihidlicos y muastran ynma recpriiesta variable de acuerda
a st genotipo

P a mayaria de lne pepecialintas en ~iliva de f2jidas no ronfian e ot antilidtiecs para eliminar
les conlaminantes supetficiales en las disecciones  Eslos productaes son caras v ningvno es



sfeclive conira tedos las tipas poclhies de organismos contaminaniec Lo antibidlless ton
utifizades salo cuandn los microorganismos son dificiles de eliminar por nhros medias
Los siguientes antibigticos o comhinaciones de los mismos han side exilasamente aplicados:

Cwintaring

Gentamicina

Rifampicina

Nislatina + Carbenecilina
Gentamirina + Amiolericina B
Yancomicing HC| + Micostalin
Estreptomicina + Carbenecilina

n_alqunos casos se ha encontrado fitotoxicidad causada por:

Penicilina
Estreptomicina
Baclericina
Esparsomicina

Fn el CIP_ para emradicar bacterias o levaduras se estz wifizando con cierln éxito Ia
inearporacidn de antibiotices al medio de cullive  En case de bacterias, se recomienda usar
Rifampicina ( Rimactan 300 - CIBA ) a una concentracion de 40 0/ o Cefolaxima sodica (
Claforan ROUSSEL 3 5 200 mg/l

Se prepara una solucién concentrada del antibidtico a witizar  ( Rifampicina 12000 ma‘i o
Clafaran 40 000 mg/ly, se esteriliza por filracién v se celera rn pequefios cuadiados de papel
fhro estéril § 5 x 5 mm)_ Ins cyales se dejan secar en una ramara de fijo lamipat Se colocan
aprovimadamenie 001 mi! de solcidén concenlrada por cada cuadrade del papel Se
recomienda no wilizarlos después se siete dias de habetlos preparado, ya que pierden
progresivemente su eficacia

Ecie trabajo debe reafizarse bajp cnndiciones de asepsia  Los cnadros de papel son
intraducidas en al medio de culive junto a la yema sembrada, y esta debe ser transferida a
medin fresco con otto papel - antibigtico cada 3 o 5 dias También Se pueden usar olros
anlibioticas como Cefaxilina { Mefoxin MFROK } en dosis de 500 ppm

En el raso de ja contaminacion sea pof levadiuras, se recamienta nsar Amioteticing B en dosis
de 0,25 ppm 2 0.5 ppm. siguiendo en todos ks cases el mismo sistema del papel fifiro
Frecueniemenie las plantas de reproduccion vegetaliva son infecladas sistemicamente por
virus, viroides hangos . haclerias y micoplasmas,

En algimos cases como el del hanano, la infestacidn por nematndes constituye un serio
problema para aquelios campesinos que coentinuamente producen su propic ralerial de
siembra

La Riolecnolngia ofrece una apropiada y simple solucian para dichne prablemas. mediante el
desanolo de 1écnicas de ciMivo in vilto” para Ja eliminacion de infecciones sistémicas y la
produrcion de material de siembna lihre de enfermedades.

tUn ejemplo a sehalar o constitiye el casoe del banano en 1a Rep e Cuba en la coal el
deteriorn de las plantaciones originaha el uso de semiflz.veqetaliva tratada termicamenle FElo
conllevaba a grandss costes de produceion en e} protesamiento de 3 semilla y en diversos
casns era ciestionada la efectividad de la misma

Can la aparicisn de las aplicaciones de la bistecnolnala en dicho pais. se ha qarantizado que
tardn el material de siembra proreda det cullive de tejido

El paie organizé una red de “bin fabricas” que pepmitiar by produeeian de 40 milinnes de plantas
not afte. gatantizando asl el material de slembra libre de probleman fitosanitartos
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Cultivo_de brotes vy meristemo: se ha demosirado su utifidad en hanano. palmera pifia y
catucho. pero continua siendo nn problerna en cacao. calé coca palma de aceite y pimiento
Fn el caso de citricos. el micro-injere “in vitro™ ha obviado la necesidad del cultivoe de brotes o
meristemos

I a regeneracién mediante organdgenesic afrece considerables oportunidades para diferentes
cifivos st se pueden desarrcfiar hasia ina escala comercial

Se priede considerar que el desarrolo y apicacion de tecnalagias “in vitre™ para la efiminarion
de enfermerades . en el contexio de los paises subdesarrolados Yiene grandes implicaciones en
la calidad de la prodnceitn agricola

2. Alslamiento y cultivo de meristemas

E! punto de crecimiemto del apice de ja planta es el meristema FEs una zona pequefia
compuesta de céhulas meristeralicas que se dividen rapidamente

Fl domo de ta yema contiene las verdaderas céhdas meristemalicas y esta rodeada por
primordins foliares y hojas primarias debido a que los tejidos vasculares mas diferenciados se
encuentran alejados de los meristemas ( hacia los 1ejidos man viejos del tallo }, los rlementos
vasculares de los primordios foliares sen inciptentes, y no han hecho A conlacto con la parle
principal del sislema vascular del tallo  Por lo tanto, las partieutas de virus que pueden estar
mesentes en el sistema vascular pueden llegar a la zona merismalica del apice solamente
movitndose de céhsla en célila, un proceso muy fento Esta s una de las razones principales
del porque una planta infectada con virus 1a concentracion de estos disnnnuye acropetaimente
hacia Ins meristemas tante del apice como de las yemas arilares

El zislamientc en condiciones aséplicas de la porcion apical #amada punte merisiemalico y sy
enlMtivo en un media nulritivo adecuado e igualmente aséntico. permile ol desarroflo de planiulas
Fn nrincipio, esta secuencia de desarrollo sigue un palron similar al de aquel presenie en una
planta normal  las células del meristema se dividen y la diferenciacion de nnevos tejidos
continua. La nutricién de la seccion disectada de fa planla es proporcionada por el medio
artificial Fsta técnica. Blamada cuktive de meristernas, fue aplicada por primera v27 para I
erradicacion de virus en dalias hace unos 30 afios por Morel v Partin (1752 3 y lleva a la
ohlencidn da plantas hres de patégenos

La diseccion aséplica del meyisiema es un procese delicade y requiere muchas horas de
ptactica Ffprocedimiento es el siguients

Se cartan ks tatios de la planta. que acaba de ser somelida a leimnferapia, en segmentos que
eontengan cada uno un nudo ton sk yema ailar - Se remueven 1an hojas cuidadosamente Se
desinfecian los segmentos de tallo durante 20 sequndos en alcohol al 107% v a continuarcion
con hiporlarito de caleio 2.5 % durante 15 minutos [ uegn los tallos son lavados cuatro veces,
por einco minnlos tarda vez con agua destilada estérnit para eliminar el excesn de hipoclorito
Rajo un microbia hinocutar de diseccitn, se sfiminan las hojuelas que rodean el punto de
crecimientn hasta gue quede solamente 13 copula de la vema apizatl v unos cuanies primiordios
toltares ( generatmente dos ) ta cupula y das primardias foliares mon disectadas v transferidos
al medin de cultivo megistematico A ¢ ver seccién 8 ) E| menstema disectadn es transierido
semanalmente al medin B Después de 8 a ® semanas, las peauefias plantilas son
suheultivadas para un mayor crecimiento ¥ micropropagacion

Pespuds de la regeneracidn a partic de los meristemas, las plantas son probadas para detectar
cualquier infeccion persistente de virus

3. Maotemimienio de cultivo

ECmaterial * in vilea © puade set conzatvado & cillives por un tismpn indeiinido cuanio e
toman =uficientes precanrienes para svitar confaminariones y eyandn o Wasferencia A medin
frasco es realizada a intrrvales apropiados  Eas plantulas “in vitro ¥ prnbhadas contra patégenns
piieden ser mantenidas come colecriones bage paia la prepagacion sn up programa de semifla

Wil
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Para mantenimiento de urt periode eorfo las plantas con mantenidas en tihoe sohre o madin
de propagacien C o D {ver seecion 8) 1os twhos son selados con tapas de plastico
autoclaveables  Fotas son mejores que los lapones de algndén que pueden ser penetrados
faciimente por las esporas de hongos presentes en el aite y por insectos

La tasa de crecimientn de las plarias depende de la temperatiura de incubacién, la composicion
del medio y del genotipo

Il ns medies F v F para almacenamiento { ver seccidn £ ¥ ejercen tn sclrés esmotico sobre las
plariulas y pueden ser uliizados para almacenamirnie a 25 " (. el estrés reduce Ia lasa de
erecimnienta v da higar 3 entrenudos rartes huches nudos e<lan asi disponibles cuande ce
tnicia 1a propagacién del material almacenado  Fl material aknacenade bajo estas condiciones
neresita normalmente cer transferids sealamente upa vez al afin

Si la temperatura puede bajarse a 6 ' O esto reduce significativaraents 1a tasa de crecimiento
de las ptantilas y las transferencias son requeridas solamente una ver cada dos o Ires ahos

F= posible poer lo tanlo, mantensr una coleccion de germoplasma bajo condiciones de
atmacepamientn deccritas anteriormenle Cuande se recibe un perdidn para fa exportacién de un
detsrminado genolipo probado conlia pathgenns éste puede sacatse det almacenamiento. ser
mirraptopagade, y uego ser distributde * in vitro™

4. Medios de cultivo

Todns los medios utifzades para este trabaja estan hasadon en las sales de Murashige y Skong
thi%Y { 19R7 )y Las sohiciones contentradas de sales son normpelmente preparadas en cuyalio
partes separaras

Cales
h"ﬂs(),;
Hirrro
Vilaminas

a) Solcion roncentrada de sales

N MY e g

KNG- 400 a

Cattl. 1.0 "o g

KH PO, 18 g
H B0, 01 g
Mn30,. 4H.0 05 g
MnSOH O 04 g
ZnS0, TH-0 0T a0
nsSg, H.O 0? g
Kl 002 o
Na Mok, 2H.0 0005 g

Dicyelva cada sal en 200 mi de agua destilada:

Disuaka % mg ( 0005 g ) de CuS0, B0 vy Amyg de CoCl #H () en 10 mi de agua, agregue 1
mi de esta soluridn a 200 ml de agita para la solucién concemtrada

Keyrle las diez sokiciones de cales idividuales juntas para hacer 2000 ml ¢ 2 iros) de la
sekicidn concentrada de sales
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bt Selician concentrada de sulfate der magnresin
Mezelar 3 7 g de MgS0. 7H;0 en 100 mi de agua deslilada
) Solucion concentrada de hiento

Ma EDTA ni15g
FeS0,TH.O0 0585 g

Dicuslva FaG0, TH2O en 20 mi de agua dectitada Naf DA en 20 mib de agua destilada

caliente Mezcle 135 soliciones fiias y feve a 100 mbcan agya destitada

di Sameion cont entrada de yitaninas

Tiamimng 0 4 mg g
Ghicina 20 magl 100 g
Acirto nicolinica 0 & mall 4 ma
Piridovina n5mal 2y

<tilada Reparit 10 mi de la

Misnher cada vitaming v completar hasta 00 con agua de
slados Uilizar un epvase por

eplycion de vitamings en pequefos envases v mantenerlos cong
pada litte de media

#} Prepatacién del medio
Prepare 1000 ml ¢ ) Kro 1 del medin hacicn de Phrachige Zkong 145 mezelende lac
ealiciones concenliadas en las siguientes proporciones

Caler, 100 md
MgSa, 10 ml
Hieno 5 mi
Vitaminas 10 ml

inositol 100 ml

Aarenue s barmopas que conrespnndan y sacarpsy { vea b pégine siguiente )y ponga el

medio con o sin agar. en autoclave a 1217 C durante 1§ minnlos
Condiciones de crecimienio: en sus inicios el cukivo de teiida “in viio” levaha implicito la
creacion de condiciones adificiales pata su cultiva_ellas san’

-16 hatas luz
9 20°C
16 000 by

Flin no se puede generatizar pata todos s culivng

L.a experiencia de ta Resp de Cnha en la orgamzacion de Ria labricas para el cullive masivo
siliz ardn Ya ikiminacian naturat han heeho cambiar atguno de dicheos eriterios

Por 13l tazan las condiciones de rultnm Hienen gue ser ajnstadas de acuerdo al culivo de nue se

frate v las condiciones concretas de Irabajo
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Proparacton rdpida: ! cnneepto de propagacion rapida debe cer visty dentra del contexo de
1n eanjunte de fécnicas hinteenolagicas y convencionales gue niopician el alcanzar on gran
namero de individuos Denre de elas 1a micrapropagacian de material ibre dr enfermedardes
es mas aplicable 2 especies que snn perenpes. estériles no awtofecundadas, atamente
heterozigoticas aque sudren infercion sistémica de alarn agente

Unr gran variedad de técnicas inchryendo cullive de brotes v metistening, orqanogénesis v
emhriagénesis somatica han sido desarrofladas para bapano  ~hrysanthemum  palmera. palma
de aceile pwia, pyretrum, 3 caucho enire oiros

Lientras que significativos progresas han sido alcanzados on micropropagacidn en cacao,
corn. calé, mango, piniente vy algunns forestalas, el nivel comercial de operaciones avn no ha
sirln alcanzade,

£1 uso culive de céhilas en bin-reactnies bacado en la embringénesic comatica, es nuiras 1a
mas prametedora v rapida de las lécnicas pere aun se encrenlra e desarrofio para hapane
ptita, café y plantas ornarmentales

ba micrapropagacién debemos verly muy relacionada con da efminacién de patsgenes
mediante cultivo de brotes v metistemns

Generacion de variacidn genelica.

la produccion de variariones samaclknales poede ser ylil narz el desarrnlln de nievos
genotipos con resisiencia a estrés hioticns y abloticos  y en especial s tales resistencias no
ann encontradas denirn de la colecorin de geprmoplasma

Significalivos progresoes han sido encontrades para resisiencia a ~nfermedades en cana de
arucar tahacn v elrps culibves

Plantas transuenicas sesistentesfiolerantes a enfermedades, insectos estyés ahioticos.

Traasloemacidn eon gensc repartarng » de inta)éq anondmicn han sido 1apartados en difarentes
oiiflives y seran probablements mas diseminardos dehido al uee de diferentes tecnotontas que
han yenidn aparariendn comn eg el pasn de I3 hin balistica fgen qim)

Una de fas fisitariones mas serfas pana la diseminacion de Fas tienicas def AN para el
mejoramianto de los cultives, ko constituye las limitaciones que existen ol las técnicas de
rrgeneracisn en diferantes cultivos

Plantas transqénicas ranteniands genes de Racdng thinmmeniz (11 inhihidares ds pinteasas
pteleina de by capside yiral y otras, pueden leper yn signiticatee inpacto en el contrel de
insectns v enfrrmedades

Cn so momento el use de Plantas transgénicas debera formar parte defl Manejn infegrado de
Marpar

Fnrasaos gensrales Jas eenmlonias det AN frecombinante han teoide sy expreshin cometcial
#n Paiser Mecarrnfacneg

£l aceezn de los Paises Soh Desaneftardos 3 dichas lecnoiogins nn sile es econdmicn sino
eAucarmnal culiesl oy de neiorizacien del pape) que debe de jigar 12 cieacia en las feonetnias
de dichos paises

Fiemiplos significatives de ¢ienliFeoas = inslililciones existen s U ninthia, Méxica, Argentina,
Fiasdy Cuba enlre otros

I a sxistenria del Cortra de lugenierin Benédlira y Rinter nolngin HTI0R) creade en 1026
cieinifien 1 afemnta del 150 man e tepnnlagian det A5DN P ombinzinde d=ben pgar deotio de
pna saciedad camprametida en i desairalln snntal y eeenénarn

Rehuceisan de! tiemmo de meioramieptn se ha considaradn mie »ltiemna tenuetidn para I
rreacian da yna mieva vanzdad ol de oalededno de 11 anes T larae tiemipo requedido en
alquans culigns neme café cacan coce. canchn ¢ forestales plintea o e prohlema en el

menearaiepte

8
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Trabajandns con pariedartes de cafa de amplio uno #n la produccdn de aoicar en da Rep de
Cuba se han loyrado saniaclanes gine mgjetan la enmposician vatistal dentro de la actividad
produrtiva del eullivn y se ha reducida considerablemente al iempao de =it creacian

1 as téepicas de Cultive de Tejido tales como cufiive de antera y micropropagacion ofrecen
salncinnes viahles para diferentes cullivns

Fas aim, la histecnologia puede ayudac al mejorandento genédtica en cullivos en los cuales a
tncompatibihdad es una harrera en el uso de germoptasrma

Conservacion_de Germoplasma: 13 ronservacien de germaoplkisma fh-sifng de  cultives
perennes puede ser miuy cosloso, por su demanda de espacin v ser riesgosn debidn a su
exposirian a las enfermedades o a los riegos climAticos Fxperiencias desagradables eristen al
respecio

Etcultiva de tejida y la rryopreservarisn afiecen posibles salicianes a ecton prohlemas en
cultivos tales comoe bapano, cacan, palma de aceite cauche mange agnacate y cafia de
arucal

Mapeo Genomico: el mapen gennmico de plantas por las técnicas de Restriction Fragment

Length Polymorphisms {RFLP} v 1a de Random Amplified Palvinorphic DNA (RAPD) son
consideradas alamenle prometedoras para el mejoramiento genélice en diterenes cultivos

Diagndstico: b efectividad con la cual pedemos redlizar la correcta prevencion y conirat de una
enlermedad depende de |3 prerisa identificarion del arganismn raugal

1 as enfermedades mas importanies en rasgos generates son identificables, pero aln existen
nraanismns para s cuales no existen técnicas definidas de identificacian

) diagnastice debemos verlo en su relacidn con el cillivo de hrotes v meristemes asi como con
Iz micraprepagacion de material libre de epfermedades

%u valor es ubitado en el contexie de fa epidemiologia, el control v ia praduceion de matenal de
siermhbra

La aplicacién de Ios métndos de diagndsticn en el caso de 13 Tristeza de los Cilricos en ia
produrcién de yemas rertificadas ha permitido a la Rep de Cuha 13 estructipacion de un
Programa de citricos moderno v acorde con jas necesidadrs aetuales de la agricuftra
moderna.
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Tabla 1 Adictones al medio MS bésice para la propagacién de tipns especificos de medios

Medins |
A

Para meristemas

A

Bara meristemnas

o
Para propagncién

8
Fara propgsheian

E

Fara almacermamiento

E
Para almacenamiento

‘(Hros agenles yekific anles como Fh-.,*lgq-ﬂ n Gekite { myarea remstrada b g- rieden wtilfizar en
hiar de agar Phytaosl se afiade an milag de la concentracion de anar v fHalrife se uliliza a un

cuaidre de fa concentracten del mismn

Merdia M5

01 mal
004 maql
2 .84,

0 6%
0,1 magi
202 mg!
2 n%
067
1.0 ma:!
500 magt
4.0 mgl
2.0 mgi
10,0 my
30045
0.8%

0.1t mal
25 mgl
0.8 mg1
4 0 "
2 g
0 8%
4 0%
3.0

0 8%

(NS

fos siguientes
ingredientes
acido aberélico
Finrtina
530210854
agar’
acido giberelico
putrescina HC
sacarosa
agar’
acidn félico
aqua de cocon
U argining HCI
Pantolenate de ralcio
putrescina HCI
SACArosA
agar’

acido giberéhico
£3:3r0sA
agar’
sathilal
sacarnea
agqar
manitnl
Sarainsyg
agar’
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SISTEMA PARA LA PROPAGACION DE L& CANA DE AZUCAR  Saccharum spp.)

Fesulladas tomadas del Cangreso Bislacnolegia Hahana 95

Elempleo de mélndos rapidos v sepuros de propagacisn que neimitan nufipficar en perindos
cartos plantas lihres de enfermedades de vatisdades en sxplotacion o )3 intraduccion de nuevas
varirdades ha side considerado una necesidad en bos pragramas rn produccidn de semiffas de
cafia de ariicar €5 pog asta que s han decarrolade diversns métadnz para la mukiplicacién de
nievas variedades v la pioduccian de gsemilla, cansiderandose la tecnologia del rultive “in vitro™
la de mayor potencial para ewpandit material khre de enfermedades v praducir grandes
catlidades genéficarmente unifornies

Proceso:
I la popagacion se inicia a partir de apices metislematicos ¢ 0502 mm ) mediante la
induccion de brotes axilares en tn medio basado en 1as sales de Lkiaslige y Skoog { MS )

7 Ftererimiento de las plantas <e (paliza en camaras con itominacion patyral, empleandose
medias de culive sefidificados con agar para el ectablecimienlo de Ins Apires y los 3 primeros
subrukives de multiphcacidn, para el resto el proceso de prapagacion v el anraizamiente de los
hroles se thz an medios liquidos

A ta adaptacién de tas vilroplantas a condiciones ambieniales ec reakzada en bandejas de
poliespuma de 120 orificios ( 27 cm ) iluminosidad reducida a nn #8067~ mediante yna matla

4 Las vitroplantas son transplantadas a campo enfre las 4 y & semanas en dependencia de la
época de siembra

Resultados:

{ Laregeneracion de fos dpices v la muktiplicacion de los broles se estirnide con la adicion de 8
RAP  ohsevandose un aumento en el coeficienie de mukipiicacinn a medida qua se dan mas
subeultivas “in vitra”, respondiendn tes genolipes de farma diferrocial

No shstapte e lograron eoeficientes de muoltiplicacidon supreriores 2 6 en g 17 nenntipo
prepagados

I Bl Phytagel € 2 91) y Agargel { g1 fueron superiores al aga para ta multiplicacion de los
broles.

3 A} emplear medios de cultives Bmndas disminiye el fismpa sotre subrolivns de dreg 2 dos
semanas con v cual se incremente el vtimero de brotes producidos por unidad de tiempo en
comparacion con los medins gelificasdos

4 Flenraizamiento v crecimiaplo de las plantas se eslimule con sl aumentn ds 1a copeentracién
de la sacaresa ( 4% ) v 1 adicion AlA ) Amed b

5 Vas plantas microprapagadas tuvieten nn readimienta agricela 1 ton cafa’ ha
significativamente superior a 3 semilla {radicional dehido a i incremento ap »f nimern de
lallns antre 14 w A0 7% pn denendancia de genalipns <iendn tag prineipstes coracteristicas de
las vitraptantag af anmenta en sl nimorn de tallne v la dieminueisn an el didmetrn v el pasn de

It
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eslos sin diferencias #n los demas componentes de randimienlo aunque se sbservaron
comperiamientos diferenriales entre los genotipos

SIBLICTECA
. QF coL

T s ey
Tte Lr m;.g..ﬁ;‘}j A -

t El efecto del cullivo in vitre se maniiene aun después de dos mlliplicaciones clonales en el
campe de fa semilla que se manpifiesta comn un aumento en el rendimiento en potha de un 17%
en comparacion con las estacas tradicionales

7 1 as plantas can mayor edad “in vitra ™ { 27 subculthens ) presentarnn uno disminuceién en la
altura, el diametrn v el contenido de azvicar ( brix ) y un inrrements en el nomere de tallos pero
eslas valiaciones no hivieron una bhase gendtica ya que desapareciston con los ciclos de
mitliplicacion en el campo

8. Sobre |12 base de estos resulados se ssiiuclurd un esqilema para la proditecian comercial de

semilia de cafia de azlcar por micropropagacién que comempléd la produccién de 10 millones de
vilroplantas en 1995

- 172



=
T E N N BN BN S . N I N I S e

. Material de partida

CULTIVOS DE MERISTEMOS _

| Material necesario para
desinfecicion.

13



EQUIPAMENTO Y ACCESORIO NECESARIOS.




Antes de reparar el
meyistemo.
Separar primordios.

15

| Antes de eliminar las hojas jovenes.

- Préximo paso reparar -
.meristemos,
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CONSERVACION DE GERMOPLASMA

[Mantenido con iluminacion natural.

Mantenida en condiciones |
artificiales de luz y
| temperatura.

Plantar conservadas
“in vitro".

il |
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PROCESO DE PROPAGACION “IN VITRO”

Renueve plantas del tubo de ensayos.

Corte en condiciones de asepcia en fragmentos

Evolucién de las plantas “in vitro”.

Ly
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C Corpoica

Cotporncion Colombiann de lnvestigacion Agropecuoria

Curso: Introduccion al cultive de Telldo.

Fecha: 2t y 22 de Agosio/36
Lugar: CIMPA, Barbosa
Cantidad de Alumnos:
Desarrolio:

21 de Agosto/96

8:30 -2:00 a.m Presentacién dei Curso.
9:00-10:00 a m Cultlve de hrotes, meristemos y conservacién de Germoplasma
10:00-10:30 a.m Receso.
10:30-12:00 m Cullvo de bretes, meristemos v conservacidn de Germoplasma.
{continuacion}

12:00-1:00 p.m Almuerzo

1:00-2:00 p m. Practica No. 1. Desinfeccidn e imptantacion de material “in vitro”
2:00-3:00 pm Practica No. 1. {continuacién).
3:00-3:30 pm Receso
3:30.5:30 pm Practica No. 2. Cultive de brotes y merisiemos
-papa
-cafia
5:30-8:30 p.m Practica No. 3 Discusién y preparacién de medios

22 de Agosto/S6

8:30 -10:30 a.m Introduccién a la prapagacién “in vitro”
-El caso del cuktive de Ia papa
-El caso del cultivo de la cafia

10;00-10:30 a.m. Receso.

10:30-12:80 m. Inlioduccidn a fa propagacion “in vitro” {continuacion)
-Tuberizacién “In vitra” (formaclén de arganns “in vitro™)
-Cuftivo de células enbriogénicas
-Embrinadpesis somatiga 13
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12:00-1:00 p.m Amuerzo S COLOMIIA
i
1:00-3:00 p.m. Practica No. 4. Propagacién “In vilro”
-papa

3:00-3:30 pm Receso
3:30-4:30 p.m Practica No. 4. (continuacion). Propagacién “in vitro™

530 p.m. Conclusion del Curso.

‘ Prictica No, 1. Desinfeccién e implantacién de material “in vitro™,

Temas:

1 Principios generales de la manipulacién de material para la siembra “in viriro™
-condiciones de irabajo
~materiales requeridos
-i Diagnéstice”?

2. Conceptos generales para la desinifeccién de material de siembra.

3 Los problemas de fenofizacién y/a contaminacién (superficial yfo sistémica)

4. \mplantacién y cullivo de brotes y/'o meristemos.



‘ Prictica No. 1. Desinfeccién e implantacién de matarial “In vitra™.

Temas:
1 Principlos generales de la manipulacién de material para la siembra “in virtro”
-condiciones de trabajo
-materiales regueridos
-¢ Diagnéstica™
2. Conceplos generales para la desinfeccidn de material de siembra.
3 Los problemas de fenolizacion y/o contaminacién (superficial yo sistémica)
4. Implantacién v culivo de brotes yo merislemos.
Actividades Précticas.
1.Desinfeccién del material de siembra.

2. Siembra de brotes de papa [in vitro”.
3.Siembra de meristemos de cafia.

20
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| Materiales necesarios en general para la practica:

1. Un fujo faminar o una camara de transferenci

2. Facifidades de laboralorio:
-ph melrn
-fdestitador de agua
-Auvinciave u ofla d= presion casera
-halanza
-cocina a gas o »¥ctrica

a ruslica,

) Cristaleria para actividades generales de laboratorio

Instmn

Beaaker (de (-2 Kros)
Probela (de 2 Hros)

Frabela (de 200 mi)

Beaker (de SO mY)

(apsilas de petri

tuhos de ensayo (ko ideal 20 mmX10¢ mm)
Frascos de eonserva coniapa

| Cantidad |

? _|
‘ :
2
10

]
i

50

4 Insumos generales

il o i

Insumo
Mapel de ahiminio

Papel kral

cauchos

Ak nhnl

tijera niquelada ide nso en haspitales)
pinzas niqueltadas (de uso en hospitales)
bighiri“hoja
inechero de alcoha

'rlﬂl.u' ot S

|

|
20 |

|

| Cantidad

1 1aBo

2-3 melros

1-2 cajitas

1 filro

1 20 2% v e knaflod)
1(20.25 mm de kapgitud)
|

1 .
0.5 Wtros

esierenscopio
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CORFOICA-DIFECCIOM-REGIOHAL-UIO  FHOHE MO, @ 2877013 Aug. 16 1936 22:32AM  PG1

FAX

A: Dr. Ricardo Cortes, Creced Prov. de Vélez

De: Dr. Luls Lage
Fecha: 16/08/68
No. de pags.:

Asunto: Curso.

1. Reclbl su FAX,

2. Le estoy adjuntando llstado general de reactivos que se utllizan para la
preparacién de medios de cuitivo “In vitro”, no con el objetive de que los
compren de Inmediato, pero seria bueno saber sl tienen algo de ellos.
3.Yo lievaria medio de cultivo ya preparada a los efectos de la practica.
4.Serla muy Gtll para mi saber en No. estimado de asistentes, para poder
organizar las practicas.
8. De ser posible seria bueno tener al menos § aplces de cafla para que
cada alumno slembre § meristemos. Cada alumno pudiera sembrar los
meristemos de una varledad. El tamafio aproximado de dicho apice es de
20-30 cms. de largo. ) .
8, Al no tener camara de flujo laminar, suglero construlr una camera de
madera con cristal como la que ylo en CORPOICA, cu a dimensiones son
. =
Recuerde que une de los lados, of que sea mds comodo para trabajar, no
debe de llevar cristal, =

e ]

Al tanto de sus comentarips,

e gy e g n A
F- LR s B =

Luls Lago

35
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I Reactlvos comurinente usados en cultivo de tejldos,

l a) Soluclén concentiada de rales

NH,NO; I0g
hich. 2H,0 €ig-

% KH:PD.‘ 3,5 9

| H,BO, G1g
Mn804, 4H,0 050
Mn80, M0 04 g
Zn80,.TH,O 0249
ZqSOa M0 D2 [+]
Ki 0,02 g
Ng:MoOs 2H,0 0,005 g

-

Disuslya cada sal en 200 ml de sgua destllada:

Mritalys & mg (N5 g ) da C0NO, SHEN 3 & ma de Call, BH,N an A0 mil Ae agur agreon
1 ml de esta sqlm:lpn & 200 m| de mgua para |a solucién concentrada.

Mazeln lng rﬂu n‘plur[nnrg {e Salps, mnluldl mlH j| minq nqrﬂ hurgr ?mn nﬂ { ? Iil rmu uu In
nnluplén congel gsh de d ORI 0 G2

h! ﬂuiugl&n ungln!rl#l fh tulmu de mnnﬂrnlu *
Moaslar 3,7 A do H'l!'ﬂ TH.G on mu mi de 2gua drnmulln

o) loluniﬁn upnn!lﬂm. :Il hhn‘{l.

annu ' ﬂ.?‘.’rﬂ : J

F.Wl IM ‘?’i-ﬂ 4

I=rrrrrser - =5 ip

Divuelva FeS0, 7TH2D sn 20 mi de rgua destilada, Na,FNTA en 2N mi de agua destilada
calisnte Mazrla las snhiriangg fring v Hewa a 100 mil nan agua destilada.

d) Bolueldn concanteada de vifaminas

Tlaming 0.4 myf 20 mg

Glicina 2,0 mpfl 100 mg
Acido nicotinico 0,5 mg/l 25 mg
Piridoxina 0,5 mgh 23 mp

Digolver cada vitamina y completar hesta 500 m! con agua destilada, Repartir 10 m de la
poluolén do uitaminas sn parpiering snvatas y mantanaring rangeladns, LHizAT 1N anvase

por cada litro de medio.

+

- - NN F L



w1

{

FRON . CORFOICE-DIFECCION-PEGIONAL-LT  PHOME NO. @ 2673017 fua. 16 1996 10:408M P@1

¢) Preparacidn del medio

Prepare 1000 ml { 1 litro | del medio bisico de Murashige - 8koop (MS) mezclando las
soluciones concentradas en las siguientes proporciones:

Sales 00m
Maso, 10 mi
Hierre 5m
Vitaminas 10 ml
Inositol 100 mi
Hormonas:
"AlA (gclde indo] acético)
AR (deide Indo! butirico)

oA¢. Giberelico
-BAB (benzil aming puring)
Otros: ;

“sarbon astivade
a0

|
]
|
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