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Resumen

El cultivo de tejidos ademas de ser la principal técnica de la Biotecnologia, por su
aplicacion en la agricultura, es una herramienta versatil para el estudio de los problemas
basicos y aplicados de la biologia de las plantas; constituyen un puente entre las
manipulacibnes genéticas en los laboratorios hasta la obtencion del producto final

evaluado en el campo.

Su importancia para la conservacion radica en que esta es una alternativa de

propagacion masiva de muchas plantas que pueden estar en peligro de extincion.

Este trabajo de graduacién que es el resultado de nuestra practica profesional,
contempla tres capitulos. El primer capitulo esta compuesto por ocho temas principales:
produccion y dominio de los cultivos, crecimiento poblacional y el abastecimiento de
alimentos, fendmenos del agua relacionados con las plantas, fotosintesis, respiracion, el

nitrogeno, nutricion mineral, fitohormonas y control de floracion.

En el segundo capitulo se exponen conceptos basicos sobre las técnicas de cultivo
in Vitro de tejidos, sus bases botanicas, los medios de cultivos, los reguladores de
crecimiento, tipos de explantes mas frecuentes, principales respuestas de los explantes in
vitro y la adaptacion de las plantas obtenidas en el laboratorio a condiciones del ambiente
exterior. Capitulo que sustenta las bases tedricas necesarias para la practica que esta

contenida en el tercer capitulo.

El tercer capitulo esta compuesto por las actividades realizadas en el laboratorio
BioTech de Panama. Dicho capitulo se divide de la siguiente manera: Resefia historica
del laboratorio, técnicas de esterilizacion y controles asépticos preparacion de medios de

cultivo y explantes utilizados.
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El propésito de esta practica ha sido producir un documento que por su contenido
tedrico - practico sirva como manual auxiliar de referencia para los técnicos, estudiantes
universitarios, profesores y otros profesionales que investiguen en el campo de cultivo_in

vitro de tejidos vegetales.

Nuestro plan de trabajo fue organizado por el Ing. Elvis E. Ortega, revisado por

MSc. Orlando Céaceres y quedo establecido de la siguiente manera:

Actividad Tiempo en semanas

- Revision bibliografica sobre fisiologia

vegetal y cultivo de tejidos Tres semanas.

- Sala de lavado.
Lavado de material contaminado. Una semana.

Esterilizacion de contaminados

- Sala de preparacion de medios
Preparacion de medios
Esterilizacion de explantes Cinco semanas y media.

Esterilizacion de medios y envases varios

- Sala de siembra y transferencia.
Sembrado de protocormo.

Transplantado de plantulas. Cuatro semanas
Clonacion de plantulas.

Sembrado de cépsulas.

- Sala de crecimiento.

Reconocimiento de contaminados.
Registro de contaminado Cinco semanas
Inventario de material vegetativo en

existencia
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Durante el tiempo que dur6 la practica profesional (480 horas), nuestro objetivo
primordial fue realizar un trabajo tedrico practico en la empresa Biotech de Panama, a fin
de aprender haciendo las técnicas de cultivo de tejidos in vitro, para la micropropagacion

de orquideas.



Introduccion

La tierra tiene aproximadamente unos 4,600 millones de afios; se formo a partir de gas
y polvo. Esta gigantesca bola se condensa formando solidos y liquidos. Mientras
transcurrian los periodos, fueron ocurriendo diversos cambios que originaron la formacion de
moléculas organicas, dando como resultado las primeras formas de vida; que segin estudios

realizados estas fueron acuaticas (Taylor, 1985; Solomon, ez al., 1996).

Las plantas, surgieron en el periodo Silarico de la era Mesozoica tal como se asegura
en la siguiente cita: "' Dos formas de vida de gran importancia biolégica aparecieron en
el periodo Siltirico; plantas terrestres y animales que respiraban aire. Las primeras
plantas conocidas parecian helechos, poseian tejidos vasculares (conductos) y se
reproducian por esporas. La aparicién de las plantas permitié que surgieran los
animales terrestres al obtener de las mismas alimento y refugio"

(Solomon, ef al., 1996).

Probablemente, estas plantas tuvieron que adaptarse mediante la evolucion de

estructuras especializadas tales como:

* Raices fuertes que pudieran crecer ante una superficie nueva y dura, como lo son
las rocas.

* La formacion de tallos que soportaran el peso corporal ante la mayor presion

atmosférica fuera del agua y que ademas, sirvieran como puente de comunicacion

entre las raices y las hojas.



El refugio y los alimentos proporcionados por las plantas, conjuntamente con la
caceria permitieron al hombre antiguo evolucionar hasta ser lo que somos hoy en dia

(Solomon, et al., 1996).

Las plantas se pueden reproducir sexual o asexualmente. Aquellas que se reproducen
sexualmente necesitan de la union de los gametos masculinos (polen) y femeninos (ovulos)
con lo cual se produce la fecundacién. A partir de esta union se forman los frutos con semillas

que una vez maduras se dispersan, germinan y dan lugar a nuevas plantas.

Las plantas que se reproducen asexualmente, lo hacen por medio de la regeneracion
de nuevos individuos a partir de tallos, hojas, raices u otros 6rganos vegetativos, formando
brotes y yemas que crecen hasta convertirse en nuevas plantas. Sin embargo, no todas las

plantas en estado natural tienen la misma facilidad de reproducirse.

Las orquideas se reproducen sexualmente, pero necesitan formar una simbiosis con
ciertos hongos para germinar pues las semillas de estas plantas presentan un endospermo o
tejido nutritivo incompleto que sirva de alimento al embrién. Producen capsulas con miles o
millones de semillas para aumentar las probabilidades de reproduccion de sus especies

(Larson, 1988).

Por lo dificil que les resulta reproducirse en el medio natural, la belleza de sus flores y
con propositos comerciales, la conservacion ecoldgica de las especies de orquideas en peligro
de extincion, han sido escogidas para ser micropropagadas por medio de las técnicas de
cultivos de tejidos. Este proceso consiste en regenerar plantas a partir de la extraccion deuna
parte u 6rgano de la misma llamado explante; el mismo se cultiva en medios nutritivos, que
contienen las sﬁstancias quimicas necesarias para su desarrollo in vitro. Se consideran
explantes a los protoplastos, las células, los tejidos, los organos, el polen, las anteras, etc.

(Larson, 1988; Roca & Mroginski, 1991).
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Objetivos:

1- Realizar un trabajo tedrico en el area de fisiologia vegetal y tedrico practico en el area

de cultivo 7n vitro, en la empresa Biotech de Panama, para la propagacion y conservacion de

orquideas en vias de extincion.

2- Aplicar y desarrollar la importancia de la propagacion in vitro como medida de

conservacion en el campo de la Biologia Ambiental.



Capitulo L
PROGRAMA INICIAL PREVIO A LA INTRODUCCION EN CULTIVO DE
TEJIDOS.

1. La produccién y dominio de los cultivos como arte y ciencia

1.1 La produccién de los cultivos como arte.

En el periodo Neolitico se da inicio a la Agricultura; el hombre empieza a cultivar los
campos y se hace sedentario, construye viviendas en lugares fértiles, a veces dentro de rios y

lagos (palafitos) (Melo, et al., 1990).

El arte de la produccion de cultivos es antiguo y la forma de hacerlo no ha cambiado
mucho, ya que en la actualidad se siguen casi los mismos pasos elementales; estos, en forma

reducida, son:

8 Recoleccion y almacenamiento adecuadas de semilla de las plantas cultivadas.
2. Destruccion de vegetacion indeseable que crecen en las parcelas (malezas).
3. Remocion del suelo hasta formar una cama de siembra.

4. Siembra de cultivos bajo condiciones climaticas apropiadas, segun

experiencia pasadas.

5. Proteccion de los cultivos contra enemigos naturales.
6. Recoleccion, procesamiento y almacenamiento de los productos (Rosas,
1988)

1.2  La produccion de los cultivos como ciencia.
En América, desde hace siglos, los indios precolombinos cultivaban las plantas
empiricamente con fines medicinales y de subsistencia. Se cultivaba el maiz, el zapallo y los

frijoles, para la alimentacion, ademas de la coca vy el tabaco con fines medicinales



En la actualidad, la Agronomia (agro: tierra; nomos: manejo) es la ciencia que se
encarga del estudio de los cultivos de las plantas (Rosas, 1988). Sin embargo, la Agronomia
como ciencia no puede actuar por si sola; en sus estudios se integran conocimientos y
disciplinas que involucran los campos de la Biologia, la Quimica, la Fisica, las Matematicas,

la Entomologia, la Ecologia, la Botanica, entre otros.

En este sentido, la Agronomia necesita de la clasificacion de las plantas en géneros y
especies con el objetivo de determinar un trabajo mas organizado, esto se lo permite la
Botanica. La Fisiologia Vegetal le brinda herramientas suficientes para comprender los
procesos fisiologicos de la planta en general. La Entomologia posibilita el estudio y
clasificacion de insectos o plagas que atacan a los cultivos. Por otro lado los conocimientos
que se agrupan bajo la Quimica Orgénica e Inorganica proveen a la agronomia de los
principios tedricos adecuados para la elaboracion de fertilizantes, los estudios de suelos para
la nutricion vegetal; por tltimo necesita de la Fisica y las Matematicas para elaborar calculos
de rendimiento de los cultivos y procedimientos relacionados y de la Ecologia para entender

las relaciones existentes entre los factores bidticos y abiéticos en las areas de los cultivos.

2. Crecimiento de la poblacion y abastecimiento de alimentos.

La poblacion mundial desde sus origenes ha aumentado considerablemente hasta la
actualidad. Este incremento poblacional tiene un limite, debido a que el ambiente solamente

puede sostener una cantidad finita de personas (capacidad de carga) (Solomon; ez al., 1996).

El aumento exponencial de individuos exige una mayor demanda de alimentos y se

genera competencia (Rosas, 1988).



2.1 Teoria de Malthus.

La produccién de suficiente alimento para una poblacion que contintia creciendo en
un mundo con limitaciones de tierra cultivable y produccion, es un problema que fue
enunciado por Thomas R. Malthus en 1798 (Fig. 1). El argumentaba que el hombre
solamente puede incrementar su subsistencia en progresion aritmética, mientras que el
crecimiento de la poblacion es en progresion geométrica. Enuncié ademas, que como
inevitables consecuencias del crecimiento de la poblacion se producen hambrunas,
enfermedades y guerras. Un tercio y medio de la poblacién mundial sufre actualmente
periodos de hambre. La alimentacion de la masa en paises subdesarrollados es inadecuada,
principalmente por la falta de proteinas. E180 % de las calorias consumidas son derivados de
cereales, raices de alto contenido en almidon y azicares (Rosas, 1988; Solomon, et al.,

1996).

2.2  Alternativas para incrementar la produccién de alimentos.

La Agronomia, en conjunto con otras ciencias, estudian las alternativas para dar
soluciones al problema de la carencia de alimentos ante una poblacion mundial que continia
creciendo. Tal es el caso de la aplicacion de la técnica de cultivo in vitro de tejidos y la

micropropagacion masiva de plantas.

En tal sentido, la Empresa BIO-TECH de Panama, inici6 sus labores de cultivo_in
vitro con la propagacion masiva de bananos, con el objetivo de obtener mayores

rendimientos en el cultivo de este rubro.

En forma general existen dos alternativas para incrementar la produccion de
alimentos:
1) Aumentar el area de tierra para la agricultura

2) Incrementar los rendimientos por unidad de area (productividad).



Figura 1. Thomas Robert Malthus, economista Inglés (1766-1834), autor del ensayo del
principio de la poblacion, en el que, dado el aumento constante de la poblacion,
aconseja la limitacion de los matrimonios y nacimientos para evitar un
empobrecimiento progresivo de las clases sociales pobres, producido por la escasez de
los medios de subsistencia (Tomado del Diccionario Larousse).




Los agricultores tradicionales preparaban nuevas tierras para incrementar su
produccion, pero en la actualidad eso no es posible, ya que dicha expansion significa destruir
los pocos ecosistemas que existen y en algunos paises no hay espacio para ampliar las areas

cultivables.

La ingenieria genética manipula la constitucion de los genes de las plantas para inducir
el desarrollo de caracteristicas deseadas tales como, mayor resistencia a las plagas;
producciéon de frutos de mayor tamafio y hasta sabor; mediante métodos como ADN

recombinante (Stanfield, 1995).

El incremento de los rendimientos mundiales de granos en las tltimas décadas, se ha
logrado, mediante el uso de variedades de hibridos mas productivos, con mayor uso de

fertilizantes y de pesticidas.

Altos rendimientos envuelven el uso de tecnologia y mayor capital. Incrementos de
los rendimientos pueden ser obtenidos mediante las mejoras de los cultivos, mayor uso de los
fertilizantes, irrigacion, drenaje, pesticidas, implementos agricolas mas eficientes, cultivos
multiples, periodos de descanso de los terrenos o barbecho, practicas culturales mejoradas o

alguna combinacion de estos (Rosas, 1988).

s Fenomenos relacionados con el agua en las plantas.

3.1 Conceptos generales.

El agua es el elemento de mayor abundancia en el planeta, cubre aproximadamente un
71 % de su superficie. El 97 % del volumen total de agua existente se encuentra en los
océanos, un 3 % es agua dulce; del cual, un 79 % esta en los glaciares y casquetes polares,

20 % es agua subterranea y solo el 1 % es agua dulce superficial (Fig. 2) (Miller, 1994).



Figura 2. Distribucion de aguas en el Mundo.

Figura 3. DIFUSION. Cuando se coloca un pequefio cubo de azicar en un matraz con
agua, sus moléculas se disuelven, como se muestra en (A). Las moléculas de aziicar
comienzan a difundirse en el agua del recipiente, como se ilustra en (B) y (C). Las
flechas de (A), indican el movimiento neto de las moléculas de azicar que se desplazan
al azar en todas las direcciones. Tarde o temprano, la difusion causa disminucion
uniforme de las moléculas de azucar en toda el agua del matraz, como se ilustra en (D).
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Este elemento es el componente de mayor porcentaje en los seres vivos, participa y es
solvente universal en todas las reacciones de los organismos vivos; ademas, en las
transformaciones morfoldgicas, biologicas, y climaticas entre otros, su efecto es significativo

en general para el planeta (Montes, 1989; Rosas, 1988).

La presion del agua es responsable de la turgencia de las células vegetales,
participando en su expansion. En las transformaciones fisiologicas, interviene en la
respiracion, en la hidrolisis, en la sintesis de polisacéridos, péptidos y actia como regulador

de la temperatura en los organismos vivos.

Las plantas han desarrollado mecanismos para la toma de agua entre ellos esta la

difusion y la 6smosis.

3.1.1 Difusion.

Es la dispersion de sustancias por el movimiento independiente moléculas que tienden

a igualar sus concentraciones a través de un sistema (Rosas, 1988).

La energia cinética relacionada con el movimiento del agua origina la difusion, o sea el
movimiento neto de particulas (4&tomos, iones, moléculas) de una regién de mayor a menor
concentracion, de manera tal que las particulas tienden a una distribucion uniforme. Puede
afirmarse que la difusion implica el movimiento neto a favor de su gradiente de
concentracion (un cambio en la concentracion de la sustancia de un punto a otro). Esto no
implica que sea imposible el movimiento de las particulas en direccion opuesta o contra la
gradiente de concentracion. Sin embargo, al inicio es logico que se desplacen al azar las
particulas de la region con mayor concentracion a la region de concentracion baja y no a la

inversa (Fig. 3) (Solomon, ef al., 1996).
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La velocidad de la difusion depende del movimiento de las moléculas, lo que a su vez,
esta condicionado por su tamafio y su forma, carga eléctrica y por la temperatura. Al
aumentar esta ltima, las moléculas se mueven con mayor rapidez y aumenta la velocidad de
la difusion. Las moléculas de cualquier sustancia en una mezcla se difunden en forma
independiente unas de otras, hasta que se alcanza un estado de equilibrio en el cual, éstas se

distribuyen de manera uniforme (Solomon, e al., 1996; Devlin, 1980).

La semipermeabilidad de las membranas bioldgicas permite un tipo especial de
difusion llamado 6smosis. Este proceso es el movimiento del agua (o de cualquier solucion)
a través de una membrana semipermeable que no permite el paso de otro soluto. El
movimiento de las moléculas puede ser en ambas direcciones, pero, al igual que todos los
tipos de difusion, el movimiento neto es de una region de mayor a menor concentracion de

las moléculas.

Por otro lado, la presion osmética de una solucion se define como la tendencia del
agua a moverse hacia dicha solucion por 6smosis. Una solucién baja en solutos, tiene mayor

concentracion de agua y ademas, presion osmotica baja (Devlin, 1980).

En la fisiologia de las plantas la 6smosis es sumamente importante, mediante este
proceso la planta obtiene agua y todos los nutrientes necesarios del suelo para su desarrollo y

sobrevivencia (Fig. 4) (Solomon, ef al., 1996).



Figura 4. Osmosis. (A) Célula colocada en una solucion isotonica. La concentracion
de solutos (y por lo tanto las moléculas de agua) en una solucion es igual que en la
célula, de modo que el agua puede entrar y salir de la célula, si bien el movimiento
lento es nulo. (B) Célula inmersa en una solucion hipertonica. Esta ultima contiene
concentracion de solutos mayor (y por lo tanto, menor concentracion de agua) que la
célula lo que produce la salida neta del agua (flechas), que se deshidrata, se encoge y
quizas muere. (C) Célula colocada en una solucion hipertonica. Esta tiene menor
concentracion de solutos (mayor concentracion de agua) que la célula, por lo que el
contenido de esta ultima posee presion osmética mayor que la de la célula. Hay
movimiento neto de las moléculas del agua hacia la célula (flecha), lo que hace que
esta ultima aumente de tamafio, e incluso puede llegar a estallar (Tomado de Villee,
1996).
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3.1.3 Potencial del agua.

El concepto de potencial del agua o potencial hidrico, se define como la energia libre
del agua o la capacidad de la misma para realizar trabajo. Es importante en las plantas como

una medida de la capacidad de las células para absorber agua por 6smosis.

El potencial hidrico del agua pura se fija en "0" bar por convencion, este no puede
medirse directamente. Sin embargo, si es posible medir las diferencias en la energia libre de las
moléculas del agua. Esto significa que los solutos disueltos en la misma, reducen el potencial

hidrico con un valor negativo.

El agua se desplaza desde una region de mayor potencial hidrico ( menor cantidad de

solutos) a otra de menor potencial hidrico (mayor cantidad de solutos) (Devlin, 1980).

El potencial hidrico de las células radicales también es bajo debido a la presencia de
azucares y otros solutos disueltos en ellas. Sin embargo, las raices contienen mayor cantidad
de materiales disueltos en su interior que el agua del suelo, a menos que el suelo sea muy seco
(un suelo seco tiene mas solutos concentrados). Esto significa que en condiciones normales
el potencial hidrico de la raiz es menor (contiene mas solutos) que el potencial hidrico del

suelo. Asi el agua se desplaza desde el suelo hacia el interior de la raiz.
3.1.4 Absorcién y movimiento del agua.
El agua penetra en las raices por 6smosis, como respuesta a un gradiente de energia

libre. La presencia de sales en la solucion del suelo crea una limitacion en la habilidad de la

planta para absorber agua (Montes, 1989).
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La acumulacién del agua en los tejidos de la raiz producto del proceso de 6smosisy la
diferencia del potencial del agua en la atmoésfera (cantidad de vapor) permiten que ocurra el
proceso de evapotranspiracion el cual, genera una presion que a su vez, fuerza el agua a subir

por el xilema hasta las hojas de las plantas (Fig. 5) (Solomon, ef al., 1996).

Este movimiento del agua a través del xilema, permite que la misma se difunda a
todas las células para suplir las necesidades basicas de agua como lo son: crecimiento,
termorregulacion, solvente, la fotosintesis apertura y cierre de los estomas entre otros

(Salisbury, et al., 1994).

La teoria mas aceptada del movimiento del agua hacia la parte superior de la planta, es
la teoria de cohesion-adhesion-tension (CAT). Se produce una tension en las partes
superiores de la planta, que tira el agua hacia arriba. La tension producida en la parte
superior de la planta es causada por la atraccion evaporativa de la transpiracion, que a su vez,
es accionada por energia solar cuando ocurre el proceso de evapotranspiracion o pérdida de

agua en forma de vapor.

Esta traccion ascendente del agua es posible solo mientras exista una columna
ininterrumpida de agua en el xilema. El agua tiende a formar tal columna debido a la
cohesividad de sus moléculas, es decir, fuerte atraccion entre si, producido por la formacion

de los enlaces de hidrogeno ( Rosas, 1988; Montes, 1989; Solomon, ef al., 1996).

El movimiento del agua en el xilema debido al mecanismo de tension- cohesion puede
explicarse en términos de potencial hidrico. La atmosfera tiene un potencial hidrico
extremadamente negativo. Existen gradientes de potenciales hidricos desde el menos negativo
(en el suelo), pasahdo por la planta, hasta el mas negativo (en la atmosfera). Esto literalmente

tira del agua hacia arriba por la planta (Avers, 1991).



Hoia: -15 bar

L | Atmésfera = -800 bar

3 S

£

Tallo = -7 bar

Figura 5. Transpiracién. La traccion evaporativa de la transpiracion es accionada
por el gradiente de potenciales hidricos desde el suelo, pasando por la planta y hasta
la atmosfera. El agua se desplaza desde los potenciales hidricos menos negativos

hacia los mas negativos.
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3.1.5 Funcionamiento de los estomas.

Los estomas son poros diminutos localizados en la epidermis de las hojas, y se
componen de dos células redondeadas, llamadas células guardas o células oclusivas. Varios
gases pasan por los estomas por difusion, tales como el didxido de carbono, el oxigeno y el

vapor de agua.

Se cierran durante la noche para conservar agua en la planta ya que no se requiere
enfriamiento de las hojas. Sin embargo, las plantas que viven en desiertos (CAM), cierran sus
estomas durante el dia para evitar la pérdida de agua y se abren durante la noche para captar

el CO2 necesario para la fotosintesis (Fig. 6 y 7) (Solomon, ef al., 1996).

Los estomas tienen la funcién de actuar como indicadores del estado hidrico de las
plantas. Si estos se encuentran abiertos, esto es un indicativo de que el balance hidrico de las
hojas es favorable; por el contrario, si se encuentran cerrados, cuando normalmente deberian
estar abiertos, es una evidencia de que la planta esta sufriendo un déficit de agua (Sivori, et

al., 1980).

Los estomas ademas de ser intermediarios para la captacion de CO2, tienen la funcion
de actuar como mecanismo termorregulador de la planta al intervenir en el proceso de

evapotranspiracion (Rojas, 1980).
3.1.6 Conceptos generales de la transpiracion.
La pérdida de vapor de agua en las plantas terrestres se llama transpiracion. Es

importante para el movimiento ascendente del agua por el xilema hasta las hojas, aporta

termorregulacion a las mismas.



Figura 6. Esquema de la estructura de una hoja. A la derecha se observa parte de
una pequeifia vena.

Figura 7. Esquema de como las células de proteccion regulan el tamafio del
estoma. A, Estoma parcialmente cerrado. B, Cuando se producen substancias
osmoticamente activas como glucosa, entra agua a las células, aumenta su presion
de turgencia y cambian de forma, de suerte que aumenta el tamafio del estoma. C,
Estoma abierto.
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La transpiracion tiene sus beneficios, primero, tiene un efecto enfriador en la planta.

Porque cuando el agua pasa del estado liquido al gaseoso, absorbe una gran cantidad de calor.

Asi, el efecto enfriador de la transpiracion suele impedir que las hojas se

sobrecalienten, en particular las que estan expuestas a la luz solar directa (Devlin, 1980).

Varios factores ambientales influyen en la rapidez de la transpiracion; a mayor
temperatura hay mas transpiracion de las superficies vegetales. La luz solar incrementa la tasa
de transpiracion, al activar la apertura de los estomas. El viento también incrementa la
transpiracion al llevarse el aire himedo de la superficie foliar y substituirlo por aire seco. Por
el contrario, una elevada humedad relativa reduce la transpiracion, pues el aire se encuentra

saturado de vapor de agua.

La transpiracion puede ser dafiina para una planta en ciertas condiciones. En los dias
de verano, los vegetales pueden perder por transpiracién mas agua de la que puede ser
repuesta por la planta. Como resultado, sus células pierden turgencia, vy la planta se marchita

(Miller, 1967).

3.1.7 El uso del agua en las plantas.

El agua juega un papel importante en las actividades fisiologicas de la planta, esto se

debe a las propiedades de la misma.

La forma normal de una planta se mantiene gracias a la presion del agua en sus
protoplastos que mantienen la turgencia de las células. Ademas, las plantas crecen a medida
que absorben el agua, al expandir sus células. Algunos pétalos y hojas, como las de Mimosa
pudica, (dormidera) se mueven o pliegan cuando el agua entra o sale de células especiales que

hay en la base de sus hojas ( Rosas, 1988 Salisbury, e7 al., 1994).
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El agua posee algunas propiedades que le confieren capacidad para ser utilizadas por

la planta, de manera que puede participar en diferentes procesos fisioldgicos:

El calor especifico del agua, que se debe al arreglo de sus moléculas lo cual contribuye

a que la planta mantenga estabilidad en su temperatura.

Existe una atraccion entre moléculas conocida con el nombre de adhesion, esto es

debido a que forman puentes de hidrogeno entre ellas.

La atraccion entre moléculas iguales se denomina cohesion, esto permite que el agua
tenga una resistencia tensil (capacidad de resistir estiramiento). Estas propiedades del agua le
permiten entrar a la planta y subir hasta las partes superiores de la misma formando una
columna de agua en el xilema, que es literalmente tirada desde la copa del arbol, por la

resistencia tensil del agua.

Otra funcién del agua es evitar el paso de burbujas de aire por los diminutos poros y
depresiones de las paredes celulares. Esto se logra por la elevada tension superficial del agua
que no es mas que la atraccion de las moléculas superficiales de un liquido a su interior

evitando asi espacios para moléculas gaseosas (Salysbury, ef al., 1994).

El agua ejerce un importante papel como solvente, ya que permite que ocurran los
procesos de dsmosis en la célula, también, en el movimiento de materiales disueltos por
difusion y flujo masivo. Con esto se logra el paso de minerales disueltos hacia el interior de la

planta.

Los componentes del protoplasma, como proteinas y acidos nucleicos deben sus

estructuras moleculares y por consiguiente, sus actividades biologicas a las propiedades del



20

agua. El agua en la planta es necesaria para que en el protoplasma se realicen actividades
quimicas especificas al medio acuoso en donde se encuentran a excepcion de las moléculas

que se encuentran dentro de los oleosomas o las porciones lipidicas (Salisbury, ez al., 1994).

El agua es necesaria para que ocurran los procesos fotosintéticos, pues, actiia como
sustrato de las reacciones bioquimicas y como fuente de hidrégeno (H), o iones, para la

formacion de azucares. La planta reduce la tasa fotosintética al reducir los niveles de agua

(Rosas, 1988; Saldivar, 1994).

También el agua es utiliza para que los estomas se abran o se cierren, esto se debe a

que las células oclusivas deben absorber agua para que los estomas se abran (Saldivar, 1994).

3.1.8 Efectos de la falta de agua en las plantas.

La disminucion en los niveles requeridos de agua por las plantas provoca marchitez.
Esta ocasiona a su vez, una reduccion en el proceso fotosintético. Afecta, por lo general, a

los tejidos viejos, produciendo una reduccion en el contenido de proteinas, que puede deberse

a una disminucion de la sintesis del ARN.

La falta de agua en las plantas origina el cierre de los estomas, alterando la turgencia
de la epidermis. Después, ocurre una disminucion del proceso fotosintético, alterando la
respiracion celular y finalmente el marchitamiento y muerte de las hojas. Si el déficit es

severo la planta iniciara un proceso irreversible y morira (Montes, 1989).
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4. Fotosintesis.

4.1 Conceptos generales.

La fotosintesis puede definirse, como el proceso por el cual las plantas tomadas
energia luminica y la transforman en presencia el agua y dioxido de carbono en compuestos

organicos energéticos, con la liberacion de oxigeno (Fernandez, et al., 1986; Rosas, 1988).

Las reacciones que constituyen estos procesos se llevan a cabo en los plastidios que
contienen clorofila, llamados cloroplastos, estos poseen las unidades estructurales y

bioquimicas de la fotosintesis con la intervencion de ciertas enzimas (Rosas, 1988).

En el interior de los cloroplastos se encuentran los tilacoides o lamelas, donde ocurren
las reacciones para capturar la luz. En el estroma que es el material que rodea las membranas

fotosintéticas, ocurre una serie de reacciones en donde la energia se transfiere a moléculas

orgéanicas (Rosas, 1988; Avers, 1991).
4.1.1 La luz, los pigmentos y los cloroplastos.

La comprension de las reacciones ocurridas en la fotosintesis se facilita al considerar

los cloroplastos y el papel que juegan estos, al igual que la luz y los pigmentos en la

fotosintesis.

Los cloroplastos son los organelos fotosintéticos que contienen clorofila y en ellos se
lleva a cabo la fotosintesis de las plantas. Los cloroplastos, estan limitados por membranas

internas y externas que rodean un liquido contenido en la zona llamada estroma. El estroma

contiene las enzimas necesarias para el proceso fotosintético.
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A su vez, la membrana interna de los cloroplastos rodea a un tercer sistema de
membranas, que forma un conjunto de sacos aplanados llamados tilacoides y agrupados a
maneras de pilas, estructuras llamadas granas. Las reacciones para captar la luz tienen lugar

en los tilacoides, donde se encuentran las clorofilas y otros pigmentos.

Las reacciones en las cuales la energia luminica es transformada a compuestos

organicos se realiza en el estroma (Rosas, 1988; Avers, 1991; Solomon, et al., 1996).

Por otro lado, los pigmentos sensibles a la luz se encuentran en el interior de los
cloroplastos, la clorofila que es una molécula formada por atomos de carbono y nitrogeno
dispuestos en un anillo complejo. Se conocen dos tipos de clorofilas, la clorofila a y la
clorofila b. Ademas, las plantas pueden presentar otros pigmentos como son los carotenos,

las xantofilas, ficocianinas y ficoeritrinas entre otros (Avers, 1991; Solomon, ef al., 1996).

Considerando a la luz, esta se comporta como onda, o como particulas; de ondas que
viajan a diferentes longitudes; cada longitud de onda tiene un grado de absorcion diferente, en
las clorofilas la longitud de onda de méaxima absorcion es de 440 nandmetros (nm.) (Villee,

1968).

Por otro lado, existe un pigmento llamado fitocromo, puede encontrarse en dos
formas, una con un méaximo de absorcion de luz a los 660 nm. y otra con un maximo de 730
nm. Esta molécula de cromoproteina capaz de absorber luz desde los 200 hasta los 800 nm,
participa en diferentes procesos fisiologicos como la germinacién, alargamiento de los
entrenudos, crecimiento de las hojas, formacion de primordios foliares, diferenciacion de
estomas, sintesis de antocianinas, alargamiento de los peciolos, sintesis de clorofila, forma de
la hoja, floracion, y distribucion de los productos de la fotosintesis (Sivori, e al., 1980).El

proceso fotosintético se lleva a cabo en dos fases, la fase luminica y la fase oscura.
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1- Fase luminica.

La fase luminica ocurre en los tilacoides, durante la misma, la luz es captada por los
pigmentos fotosintéticos para sintetizar ATP ( trifosfato de adenosina) y NADPH (fosfato
dinucledtido de nicotinamida-adenina). Aqui, el agua es fotolizada liberando oxigeno

molecular, que es un producto secundario.

En esta fase pueden ocurrir fosforilacion ciclica y no ciclica; en el caso de la
fosforilacion ciclica, el fotosistema II (que es una molécula con pigmentos fotosintéticos
como las clorofilas a, b y xantofilas, capaces de absorber la luz a una longitud de onda
determinada) es activado por la energia luminica, cediendo dos electrones a un aceptor

primario, y de aqui a otros aceptores de electrones, generando con esto moléculas de ATP.

Luego, los electrones llegan al fotosistema I ( molécula con pigmentos fotosintéticos
como la clorofila a, b y carotenoides, capaces de absorber la luz a una longitud de onda
determinada) y con la ayuda de la luz se continua la cadena de transferencia de electrones,
generando consigo ATP (Fig. 8). En la fosforilacion no ciclica, actua solamente el fotosistema
I, en donde los electrones producidos por la luz pasan de un aceptor a otro, en la membrana
de los tilacoides, creando una diferencia de potencial redox, para transportar (bombear)

protones a través de la membrana tilacoidal generando ATP.
2- Fase oscura.

La fase oscura se lleva a cabo en el estroma de los cloroplastos. En esta fase se
utiliza el ATP y el NADPH producidos en la fase luminica para fijar el dioxido de carbono y
formar moléculas organicas (carbohidratos). Estas reacciones no necesitan la presencia de la
luz como fuente de energia, por ello, se dice que ocurre en la fase oscura ( puede ser

dependiente o no de la luz).



Espectro estimado de absorcién
Tasa de fotosintesis (expresada como % de la que ocurre a 670 nm)

LONGITUD DE ONDA (nm)

Figura 8. Espectros de absorcion de las clorofilas a'y b, asi como espectro de
accion de la fotosintesis. La curva blanca continua del extremo inferior ilustra el
espectro de absorcion de la clorofila @, y la curva blanca de guiones, el de la clorofila
b. La clorofila absorbe principalmente luz de las porciones azul y roja del espectro
electromagnético. La curva blanca del extremo superior (espectro de accion de la
fotosintesis) ilustra la eficacia de diversas longitudes de onda como fuente de energia
de la fotosintesis. Notese que el espectro de accion es mas amplio por la presencia
de pigmentos accesorios que pueden utilizar luz de diferentes longitudes de onda
(Tomado de Villee, 1996).
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Las reacciones de esta fase pueden variar dependiendo del habitat en que se desarrolla
la planta y la especie vegetal a la que nos referimos, asi de acuerdo al mecanismo fotosintético
las plantas pueden clasificarse en plantas con ciclo fotosintético C3, C4, y CAM  (Avers,

1991; Rosas, 1988; Fernandez, 1986).

4.1.2 Tipos de fotosintesis

4.1.2.1 Plantas con fotosintesis tipo C3.

En las plantas C3 el primer producto de la fijacién del dioxido de carbono, es un
compuesto de tres carbonos, el PGA (acido 3-fosfoglicérico o fosfoglicerato). En este
proceso llamado Ciclo de Calvin, se produce parte de una molécula de carbohidrato en cada
ciclo, se necesitan seis repeticiones del ciclo, para formar una molécula de glucosa (Fig. 9)

(Avers, 1991).

Este ciclo tiene su inicio con una molécula de azacar de cinco carbonos llamada
ribulosa 1,5 bifosfato (o rubisco), catalizada por la enzima ribuiosa 1,5 difosfato carboxilasa,
esta capta el dioxido de carbono luego, se divide en dos de tres carbonos, el fosfoglicerato
(PGA); en este momento es cuando entonces entra el ATP y el NADPH de las reacciones
luminosas, para formar el gliceraldehido-3 fosfato (PGAL). Después de seis repeticiones del
ciclo, se forman carbohidratos. Ciertas moléculas de PGAL se unen a la molécula de fosfato
de ribulosa (RP) el cual se fosforila con ATP para producir RUBP, el azicar de cinco

carbonos que inici6 el proceso ( Villee, 1968; Avers, 1991; Solomon, ef al., 1996)



Las moléculas de CO, se
integran al RuBP, lo que
genera un producto inter-
medio inestable, que se
disocia de inmediato en dos
moléculas de PGA.

El ATP fosforila al
PGA; el H y los
electrones que recibe
del NADPH causan la
formacion de PGAL.

Mediante un conjun-
to de reacciones, el
PGAL se reordena
en una molécula de
RuBP o azucar.

Figura 9. Reacciones fotoindependientes de la fotosintesis, también llamadas ciclo de
Calvin. En el diagrama se ilustra seis repeticiones del ciclo, en las cuales seis
moléculas de CO, se conviertes en una de un azicar de seis carbonos, como la
glucosa. La energia (y la capacidad reductora) del ciclo de Calvin proviene de los
productos de las reacciones fotodependientes (o sea de ATP y NADPH).
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4.1.2.2 Plantas con fotosintesis tipo C -4

Las plantas C4 son llamadas asi porque fijan el dioxido de carbono en un compuesto
de cuatro carbonos, el oxalacetato; otro nombre de este mecanismo es el de Hatch-Slack en
honor a sus descubridores. Este proceso ocurre en las células del mesofilo y comienza con la
fijacion del dioxido de carbono por el fosfoenolpiruvato (PEP), para producir Oxalacetato con

la ayuda de la enzima fosfoenol piruvato carboxilasa (PEP carboxilasa) (Fig. 10).

El oxalacetato se convierte en otra molécula, el malato, para entrar a las células de la
vaina, al transformarse a piruvato, liberando di6xido de carbono y NADPH. El didxido de
carbono entra al Ciclo de Calvin, al unirse al RuBP (ribulosa 1-5 bifosfato) y el piruvato
regresa a las células del mesdfilo, en donde con el uso de ATP forma el fosfoenol piruvato

inicial (Avers, 1991; Solomon, ef al., 1996).
Diferencias entre las plantas C3 y C4.

Los dos tipos de plantas presentan diferencias estructurales en las hojas, y subsisten en
ambientes bajo condiciones climaticas diferentes, que acondicionan a las mismas. Las plantas
C3 presentan hojas con epidermis en la parte externa, luego en la parte interna de las hojas
estan las células del mesofilo, muy proximas unas de las otras (parénquima en empalizada), y

rodean las células de la vaina, que a su vez rodean la vena de la hoja.

Por otro lado, las plantas C4 presentan células diferentes después de la epidermis,
células del mesofilo estan muy separadas y no rodean las células de la vaina; en su lugar hay
un segundo tipo de células, las del mesofilo esponjoso y luego estan las células de la vaina que
rodean la vena. Ademas, las C3 son de clima templado y las C4 son de clima tropicales (Fig.

11) (Rosas, 1988; Sivori, et al., 1980; Solomon, et al., 1996).



fosfoenolpirubato | Oxalacetato

Figura 10. Mecanismo C4 de fijacion del CO,. El dioxido de carbono se combina con
el fosfoenolpiruvato (PEP) en las células mesofilas, con la formacion de un compuesto
de cuatro carbonos que se convierte en malato. Este pasa a las células de la vaina
fascicular , donde se descarboxila. El CO, liberado de esta manera en las células de
la vaina fascicular sirve en la sintesis de aziicares mediante el ciclo de Calvin. El
sistema C; consume algo de energia, que en ultima instancia estd disponible solo
gracias a la fotosintesis, de manera que este sistema es importante para la planta sdlo
cuando la intensidad luminosa es considerable. En estas condiciones, puede fijar mas
carbono que con el sistema Cs solo.
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Figura 11. Diferencias entre las plantas C3 y Ci. Las laminas a y b muestran las
diferencias estructurales entre las plantas C3 y C4. Las Laminas ¢ y d son cortes

transversales de las plantas Cs (¢) y C4 (d). (Tomado de Villee, 1996).
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4.1.2.3 Metabolismo 4cido de las crasuliceas (CAM) o (MAC).

Esta variante la realizan aquellas plantas que viven en condiciones Xéricas, es decir, de
sequia extrema. Estas plantas al igual que las anteriores también tienen estructuras
fisiologicas, de adaptacion a los lugares en donde viven, sus estomas se abren solo de noche
para captar CO2 y se cierran durante el dia, para reducir al maximo la pérdida de agua, por

transpiracion.

Esta adaptacion permite que el dioxido de carbono se fije durante la noche y no de dia,
dando lugar a la formacion de un metabolismo fotosintético diferente llamado, metabolismo

4cido de las Crasulaceas o simplemente MAC (Avers, 1991; Solomon, et al., 1996).

Las plantas MAC realizan el mecanismo C3 y C4, pero en momentos y lugares
diferentes de la planta. En la noche fijan el dioxido de carbono por el mecanismo C4
formando el malato, en las células del mesofilo y durante el dia descarboxilan el dioxido de
carbono, asi la planta tiene el dioxido de carbono incorporado, necesario para realizar el

mecanismo C3 durante el dia (Sivori, 1980; Avers, 1991; Solomon, ef al., 1996).

4.1.3 Ciclo del Carbono.

El carbono esta presente y es necesario en la mayoria de las moléculas biologicas, de

aqui la importancia de conocer los procesos del Ciclo del Carbono (Fig. 12).

En la atmésfera el carbono esta presente como dioxido de carbono (gaseoso, CO2);en
el mar y rocas existe la forma de carbonatos y bicarbonatos. El dioxido de carbono es
captado por las plantas y algunas bacterias, las plantas sirven de alimento a los animales, los
cuales lo incorporan a su vez como moléculas de carbono; estos animales respiran el oxigeno

que es producido por el proceso fotosintético de las plantas, liberando CO2 (dioxido de



~ CO, disuelto
‘enelagua.

Restos
vegetales

Figura 12. Diagrama simplificado del ciclo de carbono. El carbono (en la didéxido de
carbono, CO,) ingresa en los seres vivos desde el ambiente abidtico cuando plantas y
otros productores fotosintetizan (flechas violetas). El carbono regresa a la atmosfera
cuando a los seres vivos respiran (flechas verdes), cuando la materia organica muerta
es desintegrada (flechas doradas) o cuando se quema madera o combustibles fosiles
(flecha gris). También ocurre movimiento de carbono en el ambiente abidtico (flechas
azules). Notese asimismo que los restos de organismos formaron depositos de
combustibles fosiles (petroleo, gas natural y hulla), lo que extrajo carbono del ciclo
temporalmente. Cuando los combustibles fosiles son quemados, el carbono vuelve a
liberarse en la atmosfera.




carbono) al ambiente en forma gaseosa, una vez que estos animales mueren, se descomponen

liberando el mismo compuesto, con la ayuda de los microorganismos descomponedores.

Las plantas también sirven de alimento al hombre liberando asi el dioxido de carbono
al aire; el petroleo cuando es quemado, libera dioxido de carbono. Sin embargo, el CO2 se
precipita al mar cuando llueve y regresa a la atmésfera cuando se evapora. El dioxido de
Carbono pasa de un estado a otro, todo en un comportamiento ciclico (Solomon, et al.,

1996).

4.1.4 Factores que influyen en la fotosintesis.

La fotosintesis varia dependiendo de las plantas a las cuales nos referimos y del lugar
natural en donde viven. Sin embargo, la intensidad de la fotosintesis puede variar de acuerdo

a factores limitantes tales como, dioxido de carbono, agua y la temperatura entre otros.

El diéxido de carbono necesario para la fotosintesis. Se encuentra la atmosfera entre
un 0.03 %y 0.04 % aproximadamente. Su ausencia provocaria la muerte de las plantas, asi
como su aumento por encima de los niveles normales, aumentaria la fotosintesis. Sin
embargo, esto no puede ocurrir en condiciones naturales, puesto que en el Ciclo del Carbono

se mantiene el equilibrio (Rojas, 1980).

La luz es la Gnica fuente de energia para la fotosintesis, asi como la planta requiere
una cantidad de energia luminica para la fotosintesis, al variar la intensidad de luz, variara la

intensidad de fo‘;osintesis.

La fotosintesis se realiza a temperaturas optimas dependiendo de donde vivan las

plantas. En las regiones templadas se realiza la fotosintesis desde los 5 °C; en los tropicos



tiene un limite entre los 10y 35 °C. Vemos pues, que la temperatura también juega un papel

importante en la intensidad de la fotosintesis (Miller, 1980).

El agua es otro factor limitante en el proceso de fotosintesis, si privamos la planta de
agua, disminuiré la fotosintesis y cuando se dan sequias, la planta se puede deshidratar hasta

MOTir.

El oxigeno parece ser necesario para la fotosintesis, segiin investigaciones realizadas
por Burk y Warburg en 1951, se demostro que en cierta etapa de la fotosintesis la planta

consume algo del oxigeno que ha sido liberado.
Entre otros factores que influyen en la fotosintesis estan, la deficiencia de minerales,

potasio, hierro y fosforo, necesarios para la sintesis de clorofila ya que forman parte de su

estructura.

5. Respiracion.

La respiracion es el proceso por el cual las moléculas organicas, (carbohidratos,
lipidos, grasas y proteinas), son transformados a ATP, el cual es utilizado por las células en

los procesos fisiologicos esenciales (Rosas, 1988).

5.1 Conceptos generales.

Las moléculas de glucosa son degradadas en tres etapas diferentes: La glucolisis, el

Ciclo de krebs y la cadena de transporte de electrones.



5.1.1 La glicélisis

Esta etapa ocurre en el citosol y se lleva a cabo de la siguiente manera: (Rosas,

1988).

1- Las moléculas de glucosa son degradadas en moléculas mas simples y con menor
contenido energético, como lo es el acido piravico.

2- Ocurre la fosforilacion, proceso en el cual se obtiene dos moléculas de ATP a partir
de ADP y de fosfatos inorganicos (Pi).

3- Los protones producidos por la oxidacion de la glucosa son aceptados por una

molécula, la nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD) la que se convierte en NADH

(o sea la misma molécula pero en forma reducida al aceptar un proton).

5.1.2 Ciclo de Krebs.

El Ciclo de Krebs también es conocido como Ciclo del Acido Citrico (Fig. 13), se
lleva a cabo, al igual que la cadena de transporte de electrones, en un organelo especializado
de la célula llamado Mitocondria. En ella el acido piruvico se oxida a Acetil CoA. Las
moléculas de acido piravico son oxidadas formandose grupos de acetilos los cuales se unen
con coenzima A para producir Acetil CoA que es requerida para el Ciclo de Krebs (Rosas,

1988; Avers, 1991; Solomon, et al., 1996).

Reacciones del ciclo.

La Acetil CoA se convierte en acetato y esta a su vez, desdobla en citrato, luego éste
(el citrato) se transforma en oxalacetato, con la liberacion de dioxido de carbono, ATP y los

compuestos reducidos de alta energia como los son el NADH y FADH2.

La molécula de Acetil CoA se fragmenta y el grupo acetilo se une al oxalacetato,

formandose el citrato, la parte restante (CoA), queda libre para combinarse con otra molécula.
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Figura 13. Ciclo del 4cido citrico. Durante esta serie de reacciones, se metaboliza la
acetilCoA, producida a partir de la glucosa y otros compuestos inorganicos, el
dioxido de carbono e hidrogeno. Este ultimo se combina de inmediato con el NAD"
o FAD vy pasa al sistema de transporte de electrones. En cada repeticion del ciclo,
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El citrato se convierte en isocitrato, el cual se deshidrogena por accion del NAD+ y se
carboxila con el CO2, formando el alfa cetaglutarato, este se deshidrogena por otra molécula

de NAD+, descarboxilandose a Co2 y se une a la CoA para formar el succinil CoA.

La molécula de succinil CoA, se fracciona liberando energia en forma de ATP
convirtiéndose a succinato. Este compuesto se oxida a fumarato con la donacion de dos

hidrogenos al FAD.

Posteriormente, el fumarato se convierte a malato con la adicion de agua y por Gltimo,
el malato es deshidrogenado a NAD para formar el oxalacetato completando el ciclo

nuevamente (Avers, 1991; Solomon, ef al., 1996).
5.1.3 Transporte de electrones.

En el Ciclo de Krebs con la molécula de glucosa utilizada se formé ATP y ADP. Los
electrones liberados en el Ciclo de Krebs son transferidos de un aceptor a otro en la cadena de
transporte de electrones dando como resultado la formacion de mas moléculas de ATP y

ADP; este proceso es conocido como Fosforilacion oxidativa (Fig. 14).

Los electrones que se encuentran en forma de NADH y FADH2 son transferidos a

complejos enzimaticos situados en la membrana interna de las mitocondrias.

El NADH transfiere sus electrones al complejo NAD dehidrogenasa y este tltimo lo
conduce hasta la coenzima Q. El FADH2 transfiere sus electrones al complejo succinato
dehidrogenasa que lo lleva a la conezima Q. Luego la coenzima Q reducida, cede sus
electrones al corﬁplejo de citrocromos b y ¢, de aqui, los electrones salen al espacio
intermembranal hasta el citocromo ¢, que es oxidado por el complejo de citocromo oxidasa y

finalmente el oxigeno capta el par electronico de la citocromo oxidasa, transformandose en



Membrana mitocondrial externa
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Figura 14. Quimiosmosis. (a y b) Conforme al modelo quimiosmotico, una cadena de
transporte de electrones en la membrana mitocondrial interna es una bomba de protones.
(c) Los aceptores de electrones de la membrana se localizan en tres complejos
principales. El mononucleétido de flavina, que oxida al NADH, se localiza en el primer
complejo. El complejo del citocromo b-c; consiste en dos citocromos y algunos otros

“aceptores de electrones.  El tercer complejo incluye los citocromos a y as. La
coenzima Q y el citocromo c, son portadores moviles que transfieren electrones entre
los complejos. En tres sitios de la cadena la energia liberada durante el transporte de
electrones se utiliza para el de protones (H') de la matriz mitocondrial al espacio
intermembranoso donde se acumula una alta concentracion de protones. Se impide que
estos difundan de nuevo hacia la matriz, a través de la membrana interna, excepto en
conductos especiales de la ATP sintetasa en la propia membrana. El flujo de electrones
por la sintetasa genera ATP a costa de la energia libre proveniente de los protones que
pasa de la region de su concentracion alta, a la de su concentracion baja.




agua (H20). Los electrones son transferidos desde una molécula con potencial electromotriz

bajo a uno mas alto (Rosas, 1988; Avers, 1991; Solomon, et al., 1996).

5.1.4 Factores que influyen en la respiracion.

Entre algunos de los factores que inciden en la respiracion figuran la temperatura,

aumento del volumen del protoplasma de las células, contenido de oxigeno de la atmosfera.

La temperatura incide en la intensidad de la respiracion de las plantas ya que aumenta

con la temperatura; la intensidad se duplica o triplica por cada 10 °C de incremento en la

temperatura.

Protoplasma de la célula.

La intensidad de la respiracion se multiplica con el aumento del protoplasma, las
células meristematicas tienen una intensidad de respiracion relativamente alta, esto se debe a

la gran cantidad de protoplastos presentes en dichas células.

Contenido de oxigeno de la atmésfera.

: Se ha observado un ligero aumento en la respiracion de las plantas expuestas a mayor

concentracion de oxigeno que el atmosférico (Steward, et al., citado por Miller, 1967).

6. El Nitrégeno en las plantas.

El nitrogeno es importante para todos los seres vivos, forma parte de moléculas como
proteinas y acidos nucleicos. Este elemento es esencial para el desarrollo normal de la planta,

y se le clasifica como un macronutriente. Se encuentra en grandes cantidades en forma de



gas en la atmosfera (80 % y 70 %) . Sin embargo, su estabilidad hace dificil que se combine
con otros elementos, por lo que los seres vivos no lo pueden tomar en forma gaseosa de la
atmosfera, es por ello que debe ser transformado con la ayuda de microorganismos a una
forma asimilable para las plantas. Todo este proceso ocurre en forma ciclica y se conoce

como el Ciclo del Nitrogeno (Sivori, 1980; Rosas, 1988).

6.1 Ciclo del Nitrégeno.

Este ciclo se compone de varios procesos consecutivos, fijacion del nitrogeno
atmosférico nitrificacion, amonificacion, asimilacion y desnitrificacion. Muchos de estos
pasos lo realizan bacterias las cuales juegan un importante papel en dicho ciclo (Fig. 15)

(Miller, 1969; Solomon, ef al., 1996).

1- Fijacién del nitrégeno.

Este proceso implica la transformacion del nitrogeno gaseoso en amoniaco (NH3) o
nitrato (NO3-), es decir, el nitrogeno se fija a una forma disponible para los seres vivos

(Solomon, ef al., 1996).

Los microorganismos que realizan este proceso son bacterias pertenecientes a los

géneros Clostridium y Azotobacteres; ambas oxidan la materia organica del suelo y utilizan

parte de la energia para "fijar" el nitrogeno atmosférico (Winogradski, citado por Miller,

1969).

Estas bacterias, emplean la enzima nitrogenasa para poder realizar este proceso; las

mismas pueden producir nddulos en las raices de las plantas como el Rhizobium.



N; enla
atmosfera

NH; en el
suelo

1. Fijacion de Nitrégeno 2. Nitrificacion
3. Asimilacion 4. Amonificacion
5. Desnitrificacion

Figura 15. El ciclo del nitrégeno tiene cinco pasos en los que participan seres Vivos.
Bacterias fijadoras de nitrogeno convierten el nitrégeno atmosférico en amoniaco. Este
es convertido en nitratos por bacterias nitrificantes del suelo. El nitrato es la principal
forma de nitrégeno absorbida por las plantas, las cuales lo asimilan para producir
proteinas y 4cidos nucleicos; los animales comen proteinas vegetales y producen
proteinas animales como parte de la asimilacion. Cuando plantas y animales mueren, sus
compuestos nitrogenados son degradados por bacterias amonificantes, que liberan
amoniaco. Parte del nitrégeno es devuelto a la atmosfera por bacterias desnitrificantes,
que convierten nitrato en nitrégeno molecular.
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En los habitats acuaticos hay bacterias fijadoras del nitrogeno como lo son las
clanobacterias; sin embargo, hay también, algas que pueden realizar este proceso; tal es el

caso de las Algas verdeazules (Nostoc) (Villee, 1968; Solomon, ef al., 1996)

2- Amonificacion.

Cuando las plantas y los animales mueren, liberan el nitr6geno en forma organica el
cual es absorbido por las plantas, la mayor parte es absorbida en forma inorganica.
Es aqui en donde intervienen los microorganismos que hacen disponible dicha molécula para la

asimilacion y desnitrificacion.

3- Asimilacion.

Las plantas absorben el nitrato (NO3) o el amoniaco (NH3) formado en la fijacion y lo
incorporan a sus tejidos, y asi lo incorporan a la cadena alimenticia cuando son asimilados por
otros animales

4- Desnitrificacion.

Esta es la Gltima etapa del ciclo, ya que estas bacterias liberan nitrogeno a la atmosfera

contrario a la fijacion.
7. Nutricion mineral.

Se entiende por nutricion mineral, todo lo relacionado con la absorcion y asimilacion
de los diversos elementos inorganicos que utilizan las plantas para su alimentacion y

supervivencia. (con excepcion del carbono, oxigeno y el hidrogeno).
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7.1 Absorcion y translocacion de los nutrientes minerales.

Las plantas tienen como mecanismo de absorcion de los nutrientes minerales el
proceso de difusién. La cantidad de sustancias que se difunden hacia el interior de la planta
esta relacionada con la gradiente de concentracion. La difusion esté regida por la ley de Fick
J. - D (dc/dx), en donde j es el flujo, cantidad de sustancia que se difunde por segundo,
perpendicularmente a un 4rea de un centimetro cuadrado; de¢/ dx es el gradiente de
concentracion entre dos puntos situados a una distancia X ; D es le coeficiente de difusion;

propio de cada soluto y solvente.

Su signo negativo en la formula indica un movimiento del soluto con un gradiente
negativo de concentracion. Por otra parte, el proceso de difusion se debe a la energia cinética
de las moléculas o energia térmica, siguiendo la formula E = KT en donde K es una constante

y T es la temperatura absoluta (Sivori, 1980).

Antes de que los nutrimentos sean absorbidos por las plantas, éstos deben entrar en
contacto con las raicillas o pelos absorbentes. Existen tres mecanismos de contacto entre las
raices y los nutrimentos del suelo:

- Intercepcion directa por la raiz.

- Difusion.

- Accion o flujo de masas.
a- Intercepcion.

Al crecer la raiz entra en contacto con los diferentes nutrimentos y los absorbe por

cualquiera de los mecanismos anteriores
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b- Difusion.

Las raices absorben los nutrimentos de la rizosfera (zona de influencia de la raiz),

dando lugar a una menor concentracion en estas areas.
c- Accion de masas.

Es el movimiento de los iones nutritivos, diluidos en agua, hacia la raiz, cuando la
planta transpira. Existen tres mecanismos diferentes para la absorcion de nutrimentos por la
raiz; la absorcion pasiva via del apoplasto la absorcion pasiva via del simplasto y absorcion

activa via del simplasto.
1- La absorcion pasiva via del apoplasto.

La via del apoplasto es el movimiento de iones fuera del interior de la célula, en los
espacios intracelulares. Esta absorcion se lleva a cabo por difusion e intercambio idnico entre

los iones de la pared celular y los de la solucion del suelo.
2- La absorcién pasiva via del simplasto.

La via del simplasto es el movimiento de los iones dentro de la célula, una vez que
estan dentro del citoplasma. En esta absorcion, hay un bombeo de iones de H, con uso de
energia, desde el interior de la célula hacia el exterior, formando con esto, un potencial
electroquimico dando lugar a que los cationes entren por difusion facilitada a través del

plasmalema (membrana plasmatica).
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3- La absorcion activa via del simplasto.

Las moléculas de ATP o ligadas a esta y localizadas en el plasmalema, se combinan
con los iones que se encuentran en el apoplasto, los transportan a través de la membrana

plasmatica y los liberan en el interior del citoplasma (Rodriguez, 1991).

Las plantas absorben los minerales del suelo por difusion y esto depende del gradiente
de concentracion de la energia cinética e inclusive del grado de permeabilidad de la

membrana.

Una vez absorbidos los minerales, estos son transportados por el proceso de
translocacion, donde el agua y los minerales son transportados al xilema. El xilema es un
tejido vascular que conduce el agua y los minerales disueltos a través de las plantas

(Solomon, et al., 1996).

El agua y los minerales forman una solucion diluida que se desplaza dentro de las
traqueidas y elementos del vaso, estos son células muertas y huecas. En el xilema los
minerales ascienden, por mecanismos de presion-cohesion, distribuyéndose asi por toda la

planta.

7.2 Elementos esenciales.

En el mundo existen aproximadamente 104 elementos, considerando los naturales y
los sintéticos, de los cuales, mas del 60 % se han encontrado en las plantas, sin embargo, no

todos ellos se consideran esenciales para el crecimiento de las plantas.
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Segiin estudios realizados por muchos fisiologos se ha demostrado que 16 elementos
son esenciales para el crecimiento de las plantas; nueve de ellos se requieren en cantidades
grandes y se les conoce como macronutrimentos y los siete restantes son necesarios en
cantidades minimas o trazas, llamados entonces micronutrimentos (Rosas, 1988; Solomon, et

al., 1996).
7.2.1 Macronutrimentos y su funcion.

Entre los macronutrimentos figuran el carbono(C), nitrogeno (N), fosforo(P),
potasio(K), azufre(S), calcio(Ca) y magnesio(Mg); cada uno con funciones especificas en las
plantas, considerando las condiciones naturales y artificiales. En condiciones artificiales como

la hidroponia cultivo de plantas en medios liquidos, o el cultivos de tejidos.

El Nitrégeno.

Este elemento se hace disponible con la ayuda de microorganismos que lo transforman

en iones como nitratos (NO3-) y amoniaco (NH4). Es esencial para las plantas, puesto que

forma parte de compuestos organicos presentes en las plantas como son, aminoacidos,
proteinas, coenzimas, acidos nucleicos y la clorofila; aumenta el crecimiento y desarrollo de
todos los tejidos vivos; mejora la calidad de las hortalizas y de los forrajes, ademas de

participar en el metabolismo de los carbohidratos.

La deficiencia del nitrogeno provoca crecimiento reducido o atrofiado, poco follaje
clorosis foliar con mayor frecuencia en las hojas inferiores (Sivori, e al., 1980; Rodriguez,

1991).
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El Fosforo.

Este elemento poco disponible para la planta, debido al proceso de fijacion por el
hierro y el aluminio en los suelos acidos y por la formacion de fosfato de calcio de poca
solubilidad en los suelos alcalinos. Es obtenido en forma de i6n fosfato monovalente y
bivalente a través de las raices y transportado por el xilema a las demas partes de la planta

(Sivori, ef al., 1980; Rodriguez, 1991).

El fosforo tiene diferentes funciones en la planta, forma parte de los acidos nucleicos,
fosfolipidos y moléculas de alta energia (ATP); actia en la division celular y sintesis de las
grasas; participa en los procesos de la floracion y la fructificacion de las plantas; maduracion
de los frutos; desarrollo radical; fortaleza del tallo en los cereales y mejora la calidad general

de los cultivos.

La deficiencia del fosforo provoca un crecimiento lento de las plantas y a diferencia
del nitrogeno, su deficiencia se manifiesta en un color verde oscuro; reduccion de la velocidad
de crecimiento; desarrollo radical limitado; retraso en la madurez y poco desarrollo de los

frutos y de las semillas (Miller, 1969; Sivori, et al., 1980; Rodriguez, 1991).

El Potasio.

Este macronutriente se encuentra en las plantas en forma de iones y a diferencia del
nitrégeno y del fosforo, el potasio tiene una funcion importante en el mantenimiento de la
turgencia celular, promueve la entrada del agua por 6smosis en las células; tiene que ver con
la apertura y cierre de los estomas; es un activador enzimatico, responsable del metabolismo
energético, sintesis de almidon, reduccion de nitratos y degradacion de los azicares; participa
en el metabolismo del agua en la planta; transporte de hidratos de carbono; es esencial en la

fotosintesis (desarrollo de la clorofila); es importante en la formacion de grano en cereales;
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reduccion de nitrato; en la formacion y desarrollo de raices y tubérculos; actua en la division
normal de las células; proporciona resistencia del tallo al acame (caida) y a muchas
enfermedades, contrarresta el efecto del exceso de nitrogeno; retarda la madurez temprana
debido a la abundancia de fosforo; balancea las cargas negativas debido acidos organicos en la
célula y de aniones como sulfato, cloruros y nitratos absorbidos por la raiz (Milller, 1969;

Rodriguez, 1991; Solomon, et al. , 1996).

Su deficiencia causa achaparramiento de las plantas las cuales adquieren un color
pardo, y en ocasiones se secan, se produce marchitez y caida temprana de las hojas;
crecimiento lento; tallos débiles y frutos y semillas resecos (Miller, 1969; Sivori, et al, 1980;

Rodriguez, 1991; Solomon, et al., 1996).
El Calcio.

Tiene funciones fisiologicas y estructurales, participa en la permeabilidad de las
membranas; activacion enzimatica; forma parte de la lamina media de las paredes
estructurales; mantiene la estructura de los cromosomas; es necesario para la division celular;
contribuye a la estabilidad de las membranas; neutraliza los acidos organicos de la planta y se
cree que el calcio en la planta se combina con los acidos organicos que serian toxicos en sus

formas libres ( Miller, 1969; Rodriguez, 1991; Solomon, ef al., 1996).

La deficiencia de calcio en las plantas produce, poco crecimiento del tejido
meristematico; deformacion en los puntos de crecimiento y hojas jovenes; quemaduras en las
puntas de las hojas de la lechuga; corazon negro en el apio; mancha de la cavidad de la

zanahoria; pudricion apical de la flor del tomate y melon (Rodriguez, 1991).
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El Magnesio.

El magnesio tiene funciones como macronutrimento, ademas, forma parte integral de
la molécula de la clorofila; mantenimiento de la estructura de los rizomas; actua como
activador enzimatico en el Ciclo de Krebs; es esencial para la produccion de aceite en las
plantas; favorece la asimilacion del dioxido de carbono y la produccion de azicares y almidon;
estimula la absorcion del nitrogeno y del fosforo (Miller, 1969 Rodriguez, 1991; Solomon,

et al., 1996).

La deficiencia del magnesio en la planta retarda la fase reproductiva; evento observado
en las leguminosas, algunas veces los margenes de las hojas permanecen verdes (Rodriguez,

1991; Solomon, et al., 1996).
El Azufre.

Es indispensable para la formacién de la clorofila; forma parte de algunos amino4cidos
y vitaminas; forma eslabones de bisulfuro entre cadenas de polipéptidos; es constituyente de
vitaminas (biotina y tiamina) y de la coenzima A: es constituyente de compuestos volatiles
generalmente los diéulfuros o polisulfuros (cebolla, ajo, mostaza, cruciferas); es constituyente

de algunos aminoécidos (metionina, cisteina y cistinas) (Miller, 1969; Rodriguez, 1991).

La deficiencia del azufre provoca coloracion verde palido en las hojas; tallos rigidos,
lefiosos y delgados; poco crecimiento de los retofios; hojas angostas en las cruciferas y

reduccion de la nodulacion en las leguminosas (Miller, 1969; Rodriguez, 1991).
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El Carbono.

Se obtiene del dioxido de carbono atmosférico y se incorpora durante la fotosintesis.
Tiene funcidn estructural pues forma parte de los carbohidratos, los lipidos, las proteinas y los

acidos nucleicos.
El Hidrégeno.

Lo obtiene la planta probablemente a través de agua que absorbe. Tiene una funcion
estructural también, por que forma parte de los carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos

nucleicos.
El Oxigeno.

Es obtenido por medio de la molécula del agua y en estado gaseoso de la atmosfera.
También tiene funcion estructural pues forma parte de los carbohidratos, los lipidos, las

proteinas y los acidos nucleicos.
7.2.2 Micronutrimentos y su funcion.

Los micronutrimentos son aquellos que se requieren en cantidades minimas para el
desarrollo de la planta. Por muchos afios, no se les concedio la debida importancia, luego,
tras diversas investigaciones se llegd a la concluir que su deficiencia originaba ciertos

trastornos fisiologicos en la planta y que su exceso causaba toxicidad.

En este grupo se incluyen el hierro, el manganeso, el zinc, el boro, el molibdeno, el

cloro entre otros.
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El hierro.

Es necesario para la formacion de clorofila; también actia como catalizador en el
transporte de oxigeno en las células durante el proceso de oxidacion-reduccion; forma parte
de las enzimas como catalasa, peroxidasa y citocromos. Forma parte integral de la
ferrodoxina y quizas de la nitrito reductasa ( enzima que interviene en la reduccion de los
nitratos a iones de amonio). Su deficiencia provoca clorosis en la planta (Miller, 1969,

Sivori, ef al., 1980)
El Cobre.

Este elemento tiene funciones en las reacciones enzimaticas aplicadas a la fotosintesis,
forma parte de las enzimas, Oxidasa del acido ascérbico, la tirosinasa y plastocianina entre

otras.

Su deficiencia provoca que las hojas jovenes se tornen verdes oscuro, deformes y

pueden presentar puntos necroticos.
El Manganeso.

Es un activador enzimético de enzimas relacionadas con la formacion de los acidos
grasos, los acidos ribonucleicos; actia en el ciclo de Krebs y la fotolisis del agua. Su
deficiencia provoca clorosis en hojas, ademas de lesiones necroticas.

El Boro.

Es necesario en la sintesis de las proteinas y la division celular, probablemente, actua

en el traslado de hidratos de carbono; y favorecen la germinacion del polen .
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Su deficiencia provoca la muerte de los meristemos apicales del tallo y de las raices

(Miller, 1969).
El Molibdeno.

v Este elemento es parte de las enzimas que intervienen en el metabolismo nitrogenado,
es un transportador de electrones. Su deficiencia provoca clorosis (Silvori, ef al., 1980;
Solomon, ef al.,1996)

El Zinc.

Este elemento es parte integral de las enzimas implicadas en la respiracion, como la

anhidrasa carbonica, deshidrogenasa alcohdlica, lactica, glutamica entre otros.

Su deficiencia causa desordenes fisiologicos en el metabolismo general de las plantas.

El Cloro.

Actia en el balance iénico; las reacciones luminosas. Su deficiencia causa marchites

de las hojas, clorosis y necrosis (Solomon, et al., 1996).

8. Fitohormonas.

Las plantas utilizan quimicos llamados fitohormonas para regular su desarrollo y
crecimiento. Estas fitohormonas pueden regular, favorecer o inhibir algunos procesos
fisiologicos, dependiendo de su concentracion. Las fitohormonas se pueden agrupar en cinco

grupos diferentes a saber, auxinas, las giberelinas, las citocininas, el etileno y el acido absicico.
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8.1 Las auxinas.

Las auxinas estimulan el crecimiento de los téllos y de las raices, poseen; la propiedad
particular de estimular la extension de las paredes celulares acompafiadas de entrada de aguaa
las células y como consecuencia de ello inducen alargamiento celular (Sivori, 1980). Pueden
ser naturales o sintéticas y participan en la multiplicacion celular, en los fenomenos
denominados de morfogénesis, de partenocarpia, caida natural de las hojas, de las flores y de

los frutos (abscision).
a- Estructura molecular y las actividades de las auxinas.

La estructura quimica de las auxinas estan relacionadas directamente con los efectos
fisiologicos de las plantas. Las auxinas presentan estructuralmente las siguientes
caracteristicas:

1- Una parte ciclica insaturada.

2- Una cadena lateral acida.

3-Una cierta separacion entre el grupo carboxilo (- COOH) y el anillo (con algunas

excepciones).

4- Una disposicion espacial particular entre el sistema tipico y la cadena lateral

acida. La naturaleza del anillo (indol, fenil, antraceno, etc.) y la longitud de la cadena

lateral, son todos ellos factores que influyen sobre la actividad auxinica.
1- Naturaleza de la parte ciclica de las auxinas.

El 4cido indol acético, que es una de las auxinas de gran uso industrial, (AIA),
presenta un anillo en el cual la actividad disminuye al aumentar el grado de oxigenacion de los
enlaces dobles de su estructura quimica, llegando al cese completo de la actividad cuando el

anillo queda totalmente saturado (Devlin, 1980).



El acido fenoxiacético es una auxina sintética que esta formada por un anillo fenolico
central, al cual, se le unen un cloro en posicion orfo (segundo carbono) y otro en posicion
para (cuarto carbono) lo que le confiere a esta molécula una actividad auxinica maxima. Por
ello, es una de las de mayor uso. El atomo de cloro sobre el anillo del fenilo de la molécula de
4cido fenoxiacético, en las posiciones 2 y 6, llevo a la conclusion de que la posicion del anillo
fenilo junto al punto de unién de la cadena lateral esta relacionada con la reaccion de

crecimiento (Devlin, 1980; Sivori, et al., 1890.).

El anillo fenélico que poseen el acido naftalenoacético (ANA) y el acido indolbutirico
(AIB), presentan una carga parcialmente positiva (+) y una carga negativa (-) a una distancia
de 0.55 nm (nanémetros) entre ellas. Se cree que estas cargas estan relacionadas con su

actividad (Sivori, et al., 1980).

La inhibicién del crecimiento por exceso auxinico es producto de la formacion de

etileno estimulado por la auxina (Devlin, 1980; Sivori, ef al., 1990.).
2- La naturaleza de la cadena lateral acida.

La posicion y la longitud de la cadena lateral acida desempefia un importante papel en
la actividad auxinica. A medida que aumenta la longitud de la cadena lateral del acido
fenoxiacético, la actividad de los compuestos correspondientes va disminuyendo. La
actividad disminuye mucho mas cuando la cadena lateral posee un mimero impar de carbonos.
Es decir, el acido 2,4 diclorofenoxibutirico (4 carbonos) es mas activo que el 2,4
diclorofenoxipropiénico (3 carbonos). Segln parece, las cadenas laterales que poseen un
numero impar dé carbonos resultan metabolizados en el tejido vivo hasta producir fenol
inactivo, mientras que las cadenas de nimeros par son actas para formar acido fenoxiacetico

(Devlin, 1980).
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b- Biosintesis de las auxinas.

La produccion de las auxinas es un proceso enzimatico, a partir del triptéfano y del

indolacetonitrilo como precursores.

El acido indolacético (AIA), puede formarse a partir de triptéfano siguiendo dos
caminos diferentes: El triptofano puede desaminarse por accion de una desaminasa y dar lugar
a la formacion de acido indolpirivico, mediante una descarboxilasa, este derivado indol se

descarboxila y genera indolacetaldehido, el que luego, se oxida para producir AIA.

Por otro lado, el triptéfano, puede, por descarboxilacion formar triptamina, que por

desaminacion oxidativa produce indolacetaldehido (Devlin, 1980; Sivori, ef al., 1980).
c- Funciones y efectos de las auxinas
1- Alargamiento celular.

Las auxinas provocan un aumento de las paredes celulares longitudinales, seguido por
un incremento de la plasticidad. Esto produce una disminucion en el potencial hidrico de las
células, provocando el ingreso del agua a las células y el consiguiente aumento del volumen
célula (Sivori, ef al, 1980).

2- Multiplicacion celular.

Las auxinas estimulan la multiplicacion celular en los tejidos parénquimaticos,

induciendo asi la cariocinesis, previa estimulacion de la duplicacion del ADN.
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3- Rizogénesis.

La formacion de raices puede ser estimulada por la accion de las auxinas. Este
fenémeno esta relacionado, en el caso de las estacas, con el nimero de yemas que estas
posean y no tiene lugar en su ausencia. El efecto de las auxinas se lleva a cabo en dos etapas:
La primera, estimulacion del crecimiento de la raiz; la segunda, inhibicion del efecto de las

auxinas al aumentar su concentracion, provocado por la formacion de etileno.
4- Induccion e inhibicién floral.

Las auxinas son capaces de inducir la floracion cuando se les aplica al apice vegetativo
o sobre las hojas; esto permite regular la produccion de frutos. En las plantas de dias cortos,
las auxinas pueden inhibir la floracion al aplicar auxinas sobre hojas expuestas a dias largos.
Por otro lado, la aplicacion de auxinas en plantas de dias largos, expuestas a dias cortos,

induce la floraciéon (Devlin, 1980).
8.2 Citocininas.

Las citocininas son reguladores de crecimiento naturales (fitohormonal) o sintéticos,
que estimulan la citocinesis, que es una etapa de la division celular en la que el citoplasma se
divide para formar dos células hijas. En cultivos de tejidos, las citocininas interactuan con las
auxinas durante la organogénesis (formacion de organos). También retardan el

envejecimiento de la planta (Sivori, ez al., 1980; Solomon, et al., 1996).
a- Estructura molecular y actividad de las citocininas.

Las citocininas (o Citocininas) son derivados de adenina, sustituidos en el atomo de

nitrégeno nimero seis. Su actividad biologica depende de la presencia de un anillo purinico



56

intacto, de alta especificidad (adenina) y la existencia de una cadena lateral no polar. Su
actividad aumenta con el incremento del largo de dicha cadena hasta un maximo de cinco

carbonos (Sivori, ef al., 1980).
b- Funcion y efectos de las Citocininas

Las citocininas tienen diferentes efectos ligados a la division celular (mitosis y

citocinesis), en los procesos relacionados con las yemas.
1- Retardo del envejecimiento foliar.

La aplicacion de las citocininas sobre las hojas adultas o separadas de la planta retarda
el envejecimiento porque impide la clorosis de estos 6rganos. Por otro lado, cuando la planta

esta produciendo frutos, ocurre un envejecimiento foliar.

Esto se debe a que hay una acumulacion de citocininas en la semilla de los frutos,
originando un déficit en la nutricion por competencia con los niveles del follaje, acelerando la

senescencia de la planta o de sus partes (Sivori, ef al., 1980; Devlin, 1980).
2- Agrandamiento celular.

Las citocininas estimulan el agrandamiento celular en los discos foliares de numerosas
especies. El AIA de conjunto con la cinetina estimulan la sintesis de ADN en cultivo de

médula del tabaco y son necesarias para la mitosis.

De las tres etapas de la division celular, el AIA interviene en las dos primeras (en la
duplicacion del ADN y en la mitosis) y la ultima (citocinesis) es exclusivamente regulada por

la cinetina (Devlin, 1980; Sivori e, al., 1980).



57
c- Modo de accion de las citocininas.

Actian a través de la sintesis de los acidos Nucleicos y de las proteinas. Tienen

relacion con ciertas ARNt, de las cuales forman parte o se les unen.
8.3 Giberelinas.

Las giberelinas son fitohormonas que participan en la divisién celular y elongacion del
tallo, inducen el fotoperiodismo y vernalizacion de algunas especies de dias largos. Ademas
producen la ruptura del estado de dominancia de las yemas y reemplaza en forma total o

parcial la necesidad de luz para la germinacion de ciertas semillas (Solomon, ef al., 1996).
a- Bioquimica de las giberelinas.

Los centros de mayor produccion de las giberelinas son los érganos jovenes de las
plantas. Entre ellos estan las semillas inmaduras, los frutos, las yemas, los nodulos, los tejidos

de cicatrizacion y las raices.
b- Estructura molecular y actividad de las giberelinas.

Las giberelinas son derivados de los diterpenoides, los cuales contienen un grupo
carboxilo. Muchas de ellas poseen un anillo lacténico A. Las mismas se dividen en tres
grupos segun su sustitucion en el carbono 7 y 8. El primer grupo incluye a las giberelinas
que, ademas de poseer el anillo lactonico, tienen un grupo CH2 en el carbono 8: el segundo,
a las que ademas muestran sustitucion por un -OH en el carbono 7 y el tercero a las
giberelinas que pbseen grupos -CH3 y -OH en el carbono 8 y ausencia de sustitucion en el

carbono 7 (Sivori, ef al., 1980).
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c- Funcion y Efectos de las giberelinas
1- Enanismo genético.

Las giberelinas promueven el alargamiento celular y hacen desaparecer el enanismo

genético de ciertas plantas.

El alargamiento caulinar es inducido a través de la accion estimulante de las
giberelinas sobre la multiplicacion celular en el meristemo subapical. Contribuye también al

alargamiento celular de las nuevas células (Devori, 1980; Sivori, ef al, 1980).

2- Espigamiento y floracion.

Las giberelinas controlan la floracion de las plantas en roseta, constituyen una parte
del complejo normal de la floracion, afectan el crecimiento de los tallos florales, no actian en
la diferenciacion de los primordios florales. Es decir, la inflorescencia es el resultado indirecto
del tratamiento con giberelinas y no pueden considerarse como fitohormonas para la floracion

(Devlin, 1980, Silvori, ef al., 1980) .
3- Partenocarpia.
Las giberelinas son muy buenas para producir frutos partenocarpicos, como ha sido

comprobado en los manzanos. Ademas, existe una correlacion entre el contenido de

giberelinas endogenas y la relacion de crecimiento del fruto.
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4- Crecimiento de los estolones y tuberizacion.

El crecimiento de los estolones en las plantas tuberosas (papa), es controlado por la
accion de las giberelinas endogenas. En condiciones de plantas de dias largos, el contenido
es alto durante casi todo el ciclo y la tuberizacion se retarda o no se produce crecimiento
radical. Las giberelinas inhiben o frenan el enraizamiento, neutralizando, en algunos casos,

la activacion rizogenea del AIA.

8.4 Retardadores del crecimiento.

Son sustancias que inhiben o retardan el crecimiento vegetativo de las plantas. Estos
pueden ser de naturaleza y composicion quimica diferente a las sustancias que normalmente
constituyen a la regulacién y periodicidad del crecimiento, contrarrestando total o

parcialmente, la accion de las auxinas, giberelinas, y citocinas (Sivori, ef a/., 1980).
a- Propiedades de los retardadores del crecimiento:

1- Aumento gradual de los niveles de depresion o inhibicion total del crecimiento.

2- Inhibicion del crecimiento en diferentes tejidos y 6rganos aislados.

3- Carencia de una accion anti-fitohormonica especifica e induccion de los fenomenos de
antagonismo.

4- Capacidad de acumularse en las yemas y semillas durante la dormancia y senescencia.

5- Incapacidad para inducir fendmenos de morfogénesis por si mismo con relacion a la accion

de las auxinas y citocininas.



60

b- Retardadores de crecimiento de uso frecuente:
1- Acido abscisico (ABA).

Se sintetiza en el follaje de las plantas, tiene un papel preparatorio de ciertos
fenomenos de dormancia que posteriormente ocurren en las yemas de los ejes caulinares y los

organos de reservas.

Inhibe la germinacion de las semillas de numerosas rosaceas y gramineas. En general,
existe una estrecha relacion entre el contenido de ABA enddgeno y la inhibicion de la

germinacion.

El ABA es un inhibidor de la floracion que esta relacionado por su presencia en las
hojas de las plantas de dias largos, crecidas bajo condiciones inhibidoras de dias cortos, para
la floracién. Sin embargo, promueve la floracion de algunas plantas de dias cortos, bajo
condiciones no inducidas de dias largos. El ABA acelera la senescencia de los discos foliares y
hojas separadas de la planta. También regula el mecanismo estomatico e inhibe la formacion

de nddulos en las raicillas de la arveja.
2- La xantoxinina.

Este inhibidor natural se encuentra en las plantas de poroto y de trigo. Inhibiendo el

crecimiento del hipocdtilo de la lechuga y la germinacion de la semilla de berro.
3- Morfactinas.

Son reguladores sintéticos, no toxicos, que inhiben el crecimiento, modifican su

expresion morfologica a través de la induccion de efectos formativos; alteran el crecimiento
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caulinar, la dominancia apical, la germinacion y la expresion del geotropismo y fototropismo.
Las morfactinas son derivadas del acido fluoreno 9 carboxilico. Por la accion que ejercen

sobre el crecimiento caulinar, las morfactinas pueden inhibir la formacion anticipada de tallos

floriferos
c- Funcion y Efectos de los retardadores del crecimiento.
1- Crecimiento caulinar.

Los retardantes de crecimiento frenan el alargamiento caulinar en numerosas especies
sin afectar el crecimiento foliar y floral. Esto se debe a la inhibicién de la division celular en

el meristema subapical de los ejes caulinares y de los estolones.

2- Cuajado y crecimiento de los frutos.
El Cicocel (CCC) se utiliza para aumentar el €xito de la fructificacion como ocurre

con la vid cuando se lo aplica en dosis relativamente bajas.

3- Diferenciacion de yemas florales.
El CCCy el B9 promueven la diferenciacion de yemas florales, aumentan los niveles

de fructificacién en los manzanos, los cerezos y los limoneros.

4- Estimulacién de la tuberizacion.
El CCC estimula la tuberizacion de fragmentos de brotes de tubérculos de papa

cultivados in vitro. También acelera la formacion de tubérculos.

5- Induccion de la resistencia a los factores ambientales adversos.
La aplicacion de CCC en plantas como el tomate, los porotos y el repollo, aumentan la
resistencia a los efectos de las heladas y a las condiciones de salinidad. Esta resistencia de las

plantas a la accion de la helada se relaciona con un aumento de vitamina C (Sivor, et a/.,1980).



9, Control de floracion.

9.1 Conceptos generales.

La floracion es una fase reproductiva que puede estar controlada por factores
ambientales, dandose inicio a la formacion de meristemas florales, el desarrollo morfologico
de la flor y la anthesis. Sin embargo, no todas las plantas son sensibles a los efectos
ambientales para florecer. Los efectos del ambiente sirven para sincronizar el tiempo de

floracion (Montes, 1988).

El objetivo principal de controlar la floracion de una planta es lograr la adaptacion de
las especies a cambios estacionales del clima, obtener el maximo de produccion en el caso de
las especies frutales o emplear el maximo de energia en el crecimiento vegetativo, si son

arboles maderables.

La precocidad se refiere al tiempo fenologico de la planta, trascurrido hasta que
aparece la primera flor, es el momento de la diferenciacion de la yema y de la aparicion de la
flor primaria en el nudo mas bajo. Por otro lado, el retardo es el retraso en la floracion de una

planta.
9.1.1 Factores ambientales que inducen la floracion.

Entre los factores ambientales que inducen la floracion tenemos la temperatura;
algunas plantas, durante estudios experimentales, son sometidas a temperaturas controladas,
induciendo asi, el retardo de la precocidad floral. En 1957, ensayos en donde fueron
expuestas plantulas de tomate a varios periodos frios (10-16 °C), mostraron precocidad en la

expansion de la primera flor, por el contrario, se logrd un efecto inverso al someterlas a altas



temperaturas (27 °C). La luz es otro factor que altera la floracion, como fue demostrado por
Garner y Allard en 1920 con el descubrimiento del fotoperiodo en las plantas. Sin embargo, la
intensidad de la luz es el principal factor responsable del retardo o la aparicion de la flor

(Montes, 1988).
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Capitulo II.

FUNDAMENTOS TEORICOS PARA LA REALIZACION DE PRACTICA
PROFESIONAL ORIENTADA AL CULTIVO DE TEJIDOS IN VITRO EN LA
EMPRESA BIO-TECH DE PANAMA, COMO REQUISITO PARA OPTAR POR
EL GRADO DE LICENCIATURA EN BIOLOGIA.

1. MICROPROPAGACION.

La micropropagacion consiste en producir plantas a partir de porciones muy
pequefias de ellas, de tejidos o de células cultivadas asépticamente en tubos de ensayos u
otros recipientes en que se pueden controlar estrictamente las condiciones de ambiente y

nutricion (Hartmann & Kester, 1989).

La micropropagacion es una técnica de propagacion masiva de plantulas in vitro
que se ha venido modernizando desde 1860, y en la actualidad se basa en los principios
de totipotencialidad celular propuesta por Haberlandt en 1902 y la hip6tesis del balance
hormonal sugerida por Skoog et al., en 1957 Esta técnica permite estudiar eventos de
diferenciacion celular, obtencién de las plantas libres de virus y otros patogenos,

conservacion de germoplasma y mejoramiento genético ( Roca & Mroginski, 1991).

1.1 Ventajas.

La micropropagacion permite una metodologia ventajosa en comparacion con

los sistemas convencionales de propagacion; las ventajas obtenidas pueden ser:

* Aumento en la cantidad de plantas derivadas de genotipos deseables.
* Disminucion del tiempo de multiplicacion.
* Capacidad de producir plantas en forma masiva, en espacio pequefio y tiempo

economicamente costeable.



* (Obtencion de planta libres de patogenos.

* Posibilidad de evitar la extincion de plantas de dificil propagacion.

2. Historia del cultivo de tejidos.

Los primeros trabajos realizados en cultivos de tejidos vegetales fueron iniciados
por Sacks en 1860 y Knops en 1861; sin embargo, los trabajos de mayor importancia en
esta técnica fueron realizados por Haberlandt en 1898, quien cultivé células de

Erithonium ornithogalum y Tradescantia sp. pero, pese a que logré mantenerlas vivas

por largo tiempo no logroé la division celular de los tejidos.

La primera planta de maiz hibrido comercial se obtiene en 1921. Posteriormente,
Robbins y W. Kotto en 1922, lograron que apices de raices crecieran al cultivarlas en
medios nutritivos. En 1934, JP. White al cultivar raices de tomate continuamente in
vitro proporcionandoles extractos de levadura descubre la importancia de la vitamina B y
de las auxinas en el cultivo de dichos tejidos. Por otro lado en 1939, P. White, R.J.
Gautheret y P. Nobécourt cultivaron in vitro callos de tabaco y zanahoria de manera

indefinida en un medio sintético.

La contribucién de los cultivos de tejidos a la obtencién de las plantas sanas
mediante el estudio de enfermedades vegetales, constituye una segunda etapa en el
desarrollo de esta técnica. Van Oberbek, Cocklin y Blakslee, en 1941 y Caplin con
Stwart en 1948 observaron el crecimiento de células tumorales al usar el agua de coco

(Hurtado & Merino, 1997).

Continuando con el afan por obtener plantas sanas, en 1952 Morel y Martin

(Citados por Hurtado & Merino, 1997); lograron obtener plantas libres de virus.
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En 1957 F. Skoog y C.O. Miller (Citados por Roca & Mroginski, 1987); hacen de
conocimiento publico el descubrimiento de las auxinas y citocininas, y en el control
hormonal de la regeneracion de tallos y raices logradas en callos de tabaco; en 1948 en
la Universidad de Wisconsin, con lo que se establecen las bases para manipular la
iniciacion de Organos y proporciond el principio en que se basa toda la

micropropagacion.

En 1958 el investigador Muir utilizo la técnica Nodriza y crecimiento en

microcamaras logrando aislar y describir caracteristicas de los clones celulares aislados.

Uno de los mayores avances en la micropropagacion de las plantas fue el logrado
por Murashige y Skoog en 1962, quienes elaboraron un medio nutritivo que en la
actualidad se utiliza aunque, con ciertas modificaciones y que en aquella época fue
utilizado para obtener un crecimiento rapido de tejido de tabaco (Hurtado & Merino,

1997).

Otros eventos importantes comprendieron el descubrimiento de la formacion de
plantas haploide a partir de granos de polen en desarrollo por Bourgin, J. P. y J. P. Nitsch
1967; Guha, S. y C. Maheshwari 1964; Nitsch J. P. y C. Nitsch 1969 ( Citados por
Hartman & Kester 1989).

Kameya y Ninat en 1970 ( Citados por Hurtado & Merino, 1997) cultivaron
polen de angiosperma. Las especies utilizadas pertenecian al género Brassica sp. y el
medio liquido utilizado contenia del 10 al 15% de sacarosa y 10% de agua de coco; con
este meétodo se logré obtener la formacion de pequefias colonias celulares, pero no se
obtuvieron plantulas. En ese mismo afio, 1970, se aisla la primera enzima de restriccion
que corta el ADN en puntos especificos (Roca & Mroginski, 1987: Hurtado & Merino,
1997).
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El aislamiento de protoplastos vegetales se inici6 con trabajos de Cocking E. C.

1960 y Eriksson, T. & K. Jonasson 1969 (citados por Hartman & Kester 1989).

En 1971 Takebe, Labeid y Melcher lograron aislar protoplastos del mesofilo de
hojas de tabaco y demostraron que a partir de los protoplastos es posible inducir la
formacion de callosidades y posteriormente regenerar plantulas (Hurtado & Merino,

1997).

En 1975 se establece la primera empresa de Biotecnologia dedicada a la

agricultura (Roca, Mroginski, 1987).

En 1977 Narayanaswami (citado por Hurtado & Merino, 1997) analizé dos

investigaciones del cultivo de tejidos y llego a concluir que:

A- La superficie del cultivo del indculo es importante en la determinaciéon del

potencial de regeneracion.

B- La edad fisiologica del inoculo es un factor importante y ejerce influencia en la

formacion de 6rganos.

En el afio 1978 se logré obtener hibridos interespecificos; por ejémplo: El caso
del Melchers, Sacristan y Holder obtuvieron hibridos somaticos de plantas por medio de

la fusion de protoplastos de tomate.

En cuanto al control de patégenos durante la micropropagacion sobresalen los
trabajos publicados sobre el control de organismos patogenos externos de Knauss J. F. en
1976 y también en los patogenos internos de Knauss J. F. & J. W. Miller, en 1978
(Citados por Hartmann & Kester 1989).
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Entre los afios de 1979 a 1983, se da inicio a los estudios en morfogénesis,
embriogénesis, citogénesis y al uso de técnicas para la seleccion y mejoramiento de
plantas. En el afio de 1979, Knou y Knauss ( citado por Hurtado & Merino, 1997),
realizaron observaciones sobre el principal problema en el cultivo de tejidos vegetales, la
contaminacion bacteriana en la etapa de multiplicacion y /o enraizamiento.  Ellos
aseguraron que el problema radica en la desinfeccion previa de las plantas y medios de
cultivo, quedando cultivados en un ambiente frio y seco y libre de contaminacion

(Hurtado & Merino, 1997).

En el afio de 1982 se logro la aplicacion del cultivo de tejidos vegetales a la
propagacion de especies de interés forestal. Este logro fue obtenido por Lakshmi,

Vaidyanathan (Hurtado & Merino, 1997).

En 1987 se construyen las primeras moléculas de ADN recombinante y se

establece la primera empresa dedicada a la Ingenieria Genética.

En 1992, E. Ortega, obtiene exitosamente hibridos interespecificos de frijol entre

las especies Phaseolus vulgaris L.y Phaseolus acutifolius A. Gray mediante el rescate y

cultivo_in vitro de embriones, con el fin de obtener resistencia a la sequia y a la virosis,
causada por el virus del mosaico dorado, a la bacteriosis, causada por Xanthomonas

campestris pv. Phaseoli, a Empoasca kramery (insecto chupador y transmisor de

enfermedades) y finalmente, altos rendimientos en las cosechas.

Desde los inicios de la utilizacion de las técnicas de cultivos de tejidos vegetales
se han logrado grandes avances como son, la obtencion de plantas libres de patogeno y
enfermedades, cultivo de diversos organos y tejidos, tales como meristemas, callos,
ovulos, ovarios, anteras y protoplastos para luego aplicar esta técnica en la propagacion
masiva de especies dificiles de reproducir en condiciones naturales o en forma masiva

(Hurtado & Merino, 1997).
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3. Bases botanicas para el cultivo de tejidos.

Principios en Botanica sistematica.
A. Los sistemas de clasificacion

Las plantas para su mejor estudio y conocimiento se pueden clasificar utilizando

sistemas artificiales, naturales o filogenéticos.
Sistemas artificiales

Los antiguos sistemas predarwinianos de clasificacion eran, en buena parte ,
artificiales; es decir, se fundaban en unos cuantos caracteres morfologicos. Se considera
una clasificacion artificial cuando las plantas se clasifican arbitrariamente, basandose en
el color de la flor, época de floracion, habitat, forma o disposicion de las hojas y

consistencia herbacea o lefiosa.
Ejemplo de este sistema de clasificacion:

Teofrasto clasifico las plantas basandose en el habito de crecimiento, agrupé las
especies en arboles, arbustos y enredaderas. Ademas, estudi6 la germinacion de las
semillas, el crecimiento de las plantulas, demostrd que la raiz es la primera estructura
que aparece en todas las semillas al germinar; clasifico las hojas y estudi6 su disposicion

en el tallo (Fuller & Ritchie, 1979).

Por otra parte, Linneo agrup6 las plantas en 24 clases basandose en el nimero de

estambres florales (Jones, 1987).
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Sistema natural

Este sistema intenta clasificar a los organismos basindose en sus relaciones
evolutivas y constituye la meta de la taxonomia, se caracteriza por su alto valor
predictivo y por la utilizacion de varias caracteristicas tratando de reflejar lo que existe
en la naturaleza. A medida que se conoce mas acerca de las relaciones entre las plantas,

los sistemas artificiales son reemplazados por los sistemas naturales.

Algunos ejemplos de estos sistemas son:

A inicios del siglo XVIII, Pierre Magnol y John Ray (Jones, 1987), clasificaron

las plantas segun los cotiledones y los dicotiledones.

Por otro lado, Jussie clasifico las plantas en acotiledoneas que incluian algas,

hongos y helechos; monocotiledoneas y dicotiledoneas.

Edlicher (Woodlant, 1997), agrupo las plantas en talofitas y cormofitas; que
incluye a los liquenes, algas y hongos, como talofitas y dentro de las cormofitas a los

musgos, helechos y plantas con semillas.

Sistema filogenético

Tiene su inicio con la publicacion de Darwin E7 origen de las especies, en 1859.
La teoria de la evolucion sustituyo gradualmente el concepto de creacién de las especies.
Se descubrié que las especies no son fijas e inmutables, sino que se han producido por
evolucion de especies preexistentes en épocas geoldgicas. Hoy se considera como que en
general, las semejanzas en la estructura son priguebas de parentesco evolutivo. Asi han
surgido los modernos sistemas filogenéticos de clasificacion, basandose en el parentesco

por descendencia (Wilson & Loomis, 1968).
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El sistema filogenético supone que la tendencia primaria de la evolucion en los
vegetales ha sido de organismos de estructura relativamente sencilla a los de mayor
complejidad. Sin embargo, se ha advertido que, aunque la tendencia general de la
evolucion es progresiva, en muchos grupos y para muchos caracteres puede retroceder
hacia la reduccion o mayor sencillez. La divergencia resultante de la evolucion permite
agrupar los organismos en especies, géneros, familias, ordenes, clases y divisiones,
ordenandolos segiin la manifestacion de caracteres primitivos o avanzados. Esta
situacion aumenta la dificultad de los estudios filogenéticos, porque plantea el problema
de si una estructura o condicion dada es simple porque es relativamente primitiva o si es

simple por reduccion (Wilson & Loomis, 1968).

Otra dificultad en la interpretacion de las relaciones evolutivas es la evolucion
convergente. Este término se aplica al desarrollo de estructuras similares en organismos
no emparentados o emparentados lejanamente. Tales formas, aunque no descienden de la

. misma cepa presentan semejanzas que se confunden con pruebas de parentesco.

Por tanto, se sugiere que este sistema persigue los siguientes objetivos:

1. Determinar el origen de las plantas

2. Su modo de evolucion.

3. Establecer las relaciones existentes entre las plantas actuales y las que han
. existido en afios pasados.

4. Establecer las caracteristicas que se consideran primitivas y las cuales son

derivadas de las mismas.

Un ejemplo de la aplicacion de este sistema, fue el planteado por el aleman
Eichler (Jones, 1987) quién dividio las plantas en criptdgamas y fanerogamas. Dentro de
las criptogamas se encuentran las Talophytas, Briophytas (musgos), Preridophytas

# (helechos) y dentro de las fanerdgamas agrupo a las gimnospermas y angiospermas.
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Otro ejemplo de este tipo de sistema es el realizado por Adolfo Engler (Woodlan,
1997), clasifico las plantas en: Embriophytas que a su vez se dividen en asiphonogamas
que incluye a los helechos; y las siphonogamas que son aquellas en las que el gameto

masculino se desplaza por el tubo polinico.

B. Reglas de Nomenclaturas

La nomenclatura sistematica asigna un nombre cientifico a cada planta, basandose
en reglas establecidas y que aparecen en el codigo internacional de nomenclatura de
Botanica. Este sistema de nomenclatura utiliza el latin, ya que esa era la lengua culta y
hablada por los cientificos de Europa cuando surgieron los primeros sistemas de
clasificacion. Ademas es una lengua muerta, por lo ge no sufre variaciones (Woodlant,

1997).

C. Introduccién al cultivo de tejidos

Antes de iniciar un estudio de cultivo de tejidos se hace necesario estudiar la
planta seleccionada, observar sus caracteristicas tanto morfologicas como fisioldgicas,
con esto, se obtiene informacion del posible comportamiento del tejido de la planta in
vitro. Por ejemplo: Bio-Tech de Panama es una institucion que trabaja con diferentes
plantas de la familia Orquideaceae y originalmente se trabajaba con Musaceaes, en
cualquiera de los casos dicha empresa debi6 realizar un estudio botanico de las plantas,

previo a la introduccion y multiplicacion por cultivo de tejidos.

La empresa BIO-TECH de Panama utiliza como fuente principal para
micropropagacion, las semillas de las orquideas, sin embargo, se pueden utilizar
explantes de hojas, de anteras, embriones y en caso de tratarse de otras plantas como las

rosas o claveles, es posible utilizar los brotes terminales, basales, laterales, etc. De
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muchas orquideas no se utilizan los meristemas como explantes de cultivo, ya que esto
implica cortar los 6rganos y en caso de ser una especie valiosa se arriesga la vida de la
planta madre, resultando menos riesgoso para las especies, que se trabaje con sus

semillas.

4. Medios para el cultivo de tejidos.

Un medio de cultivo es una mezcla balanceada de compuestos inorganicos y
organicos; de la cual se nutre y desarrolla el explante sembrado. Estos pueden variar
dependiendo de los requerimientos nutricionales de los explantes, asi como de las
caracteristicas que se deseen obtener de cada una de ellas, ya sea formacion de raices,
multiplicacién de los explantes o el crecimiento de estos hasta formar plantas completas.
Estos poseen elementos minerales que se requieren en dos niveles, y se denominan
macro nutrimentos 'y micro nutrimentos segin la cantidad requerida. La mayor parte de
los tejidos vegetales pueden crecer en un medio que contengan cualquiera de varias
mezclas exitosas de sales minerales disefiadas para mantener el crecimiento de tejidos y

organos.

Algunos tejidos pueden crecer en medios simples, sin embargo, muchos otros no
presentan crecimiento en soluciones salinas relativamente simples, de modo que
necesitan de aditivos como vitaminas, extractos de levadura, malta y agua de coco, en
los cuales hay sustancias promotoras de crecimiento indefinido del cultivo de plantas

(Rocas & Mroginski, 1991).

4.1 Generalidades.

El desarrollo adecuado de los explantes empleados en el cultivo de tejidos esta

determinando en gran medida por las caracteristicas del medio del cultivo empleado. Es
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de suma importancia tomar en cuenta los nutrimentos, pureza y calidad fisica de los

ingredientes del medio.

Los explantes utilizados en el cultivos de tejidos requieren sales, hormonas,
vitaminas, aziicares y aminoacidos en diferentes cantidades. Las plantas que necesitan
de nitrogeno lo pueden obtener en los medios de cultivo en forma de nitrato de amonio
(NH4 NO3). Las dos fitohormonas mas importantes son las auxinas y las citokininas
que controlan el desarrollo de las raices del tallo y el callo; en ocasiones se usan
giberelinas para inducir el alargamiento de los tallos. Las auxinas sintéticas mas activas

son el 2,4-D (4cido 2,4 diclorofenoxiacético), IBA ( acido indolbutirico) ANA (acido

naftalenacético); las citokininas mas efectivas son la zeatina, el 2ip (N6 isopenthil-

adenina), BAP (bencilaminopurina) y la kinetina (6-furfurilaminopurina). Asi, si se

desea inducir la formacion de raices en un explante, se le adiciona al medio de cultivo

2,4-D, AIA (4cido indoleacético) o ANA, sin embargo, si se quiere inducir la formacion

de brotes se le adiciona al medio zeatina, 2ip, BAP o kinetina.

En cuanto a la pureza de los medios de cultivo, es necesario que todas las

sustancias quimicas empleadas en la elaboracion de los mismos sean de alta pureza.

El agua utilizada en la preparacion de medios debe ser bidestilada y en casos en
donde se realizan trabajos de investigaciones, es necesario usar a veces agua tridestilada.
El agar utilizado debe tener un porcentaje de pureza mayor del 95% generalmente, no

debe ser menor a la especificacion de la Difco Bacto agar (Hurtado & Merino, 1997).

La calidad de la gelificacion del medio de cultivo depende del agente gelificante
del pH y las altas temperaturas. Se puede emplear agar como agente gelificante, sin

embargo, la poliacﬁlamida y el silicagel dan mejor gelificacion a los medios de cultivo.
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Si se quiere obtener un medio que no sea ni muy endurecido, ni poco gelificado

se debe regular el pH en un ambito entre cinco y seis.

La cantidad de medio nutritivo en un recipiente debe estar determinada por la
cantidad de plantas que se desea sembrar en el medio, de las posibilidades de
supervivencia y la relacion que existe entre el tamafo del explante y la cantidad de

nutrientes.

A los frascos de cuatro onzas a menudo se les adiciona de 20 a 25 ml de medio,
para sembrar 10 plantas; si los explantes son pequefios se ven afectados por cantidades
excesivas de medio, de igual manera si las mismas son grandes se restringe su desarrollo

por un inadecuado suministro de medio.

El calentamiento excesivo de los medios al esterilizarlos en el autoclave
disminuye su calidad, porque se pueden inactivar los reguladores de crecimiento,
degradar los azicares y aminoacidos lo que da lugar a la caramelizacion de los azicares

y evaporacion de compuestos como reguladores de crecimiento y vitaminas.

Multiples medios tienen diferentes aplicaciones; asi, el medio Murashige y Skoog
puede ser empleado para la induccion de callos en diversas especies al adicionarle 0.1
mg/L de cinetina y 0.3 mg/L de 2,4 D; también se puede inducir el enraizamiento de los
explantes al adicionarle 1 mg/L de cinetina y 0.3 mg/L a AIA vy si se desea inducir la
multiplicacion se utiliza una concentracion alta de citocinica y baja de auxina. Estas
relaciones citocinina/auxina varian segun las especies en estudio y suelen variar

dramaticamente de una a otra.



4.2. Componentes.

Los medios de cultivo estan constituidos por sales inorganicas, compuestos

organicos, complejos naturales y materiales inertes de soporte.

Las sales inorganicas proporcionan los macronutrimentos (N, P, K, Ca, Mgy Sy
los micronutrimentos (Fe, Zn, B, Mn, Cu, Mo y Co). La mezcla de estas sales en
diferentes concentraciones determinan las caracteristicas de los medios de cultivos,
ejemplo:  El medio Murashige y Skoog esta compuesto por sales de nitrato de amonio,
acido bérico, cloruro de calcio, cloruro de cobalto, sulfato cuprico, sulfato ferroso,

sulfato de magnesio, sulfato de manganeso, cloruro de potasio y fosfato de potasio.

Este medio de cultivo contiene grandes cantidades de macronutrimentos y

nitrégeno en forma de NH4 NO3 y KNO3 (Hurtado & Merino, 1997).

Los compuestos organicos en los medios de cultivos se encuentran representados

por los carbohidratos, reguladores de crecimiento y las vitaminas.

Algunos de los carbohidratos mas usados en los medios de cultivos son la
sacarosa y el mioinositol. La sacarosa se utiliza en cultivos de monocotiledoneas; sin
embargo, también se utilizan la fructosa y el almidon en otras especies. Todos son
fuente de carbono para la planta e influyen sobre la organogénesis disminucion de la
concentracién de azucares en el medio, tienden a favorecer el restablecimiento de las

capacidades organogénicas de los cultivos ( TICA, 1987, Hurtado & Merino,1997).

Entre los reguladores del crecimiento en los medios de cultivo se utilizan las
auxinas y citocininas. Las auxinas mas usadas son el acido 3-indolacético (AIA), acido
4-amino, 3, 5, 6- tricloropicolinico. El AIA es conocido como auxina natural y AIB,

ANA y 2,4D se les llama auxinas sintéticas (Roca & Mroginski, 1991).
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En la preparacion de medios de cultivos, las citocininas mas usadas son: El N6

benzilamino purina (BAP), N6 dimetilalilaminopurina, N6 furfurilaminopurina (cinetina

o kinetina) y N6 (4-hidroxi, 3-metil, 2 butenil) adenina (zeatina) (Hurtado & Merino,
1997).

Las plantas son autétrofas; sin embargo, en las primeras etapas de su vida cuando
no pueden realizar fotosintesis necesitan vitaminas entre las cuales, la tiamina es

considerada como esencial en los cultivos de las células. La_piridoxina, el acido

nicotinico, el acido ascorbico, el acido glutamico, el_acido pantoténico, biotina,

riboflavina y la colina son requeridos por ciertos tejidos vegetales por lo que de

ordinario se afiaden a los medios de cultivo (Roca & Mroginski, 1991).

Otros componentes de los medios de cultivos lo constituyen los aminoacidos y las
amidas; los aminoacidos mas utilizados en el cultivo de antera son la_L-glutamina y la
L-serina, siendo este ultimo utilizado en cultivo de anteras (IICA, 1987, Hartmann &

Kester 1989).

Otras sustancias utilizadas son el agua de coco (por su alto contenido de malta),

el jugo de tomate y extracto de levadura (Hurtado & Merino, 1997)

5. Reguladores del crecimiento y aditivos organicos

utilizados en medios de cultivo.

Los reguladores del crecimiento vegetal (RCV) son conocidos también como
fitohormonas, su utilidad se aplica a muchos campos de la biologia y la agronomia
como el desarrollo de frutos, desfoliacion, propagacion vegetativa y controles de tamafio

de las plantas. Una hormona vegetal es un compuesto organico que se sintetiza en alguna
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parte de una planta y que se transloca a otra parte, en donde concentraciones muy bajas
causan una respuesta fisiologica, que puede ser promotora o inhibidora (Salisbury &

Ross, 1994).

Los reguladores del crecimiento se definen como compuestos organicos no
sintetizados por las plantas, que en bajas cantidades estimulan, inhiben o modifican en
algin modo cualquier proceso fisiologico en las plantas (Salisbury & Ross, 1994,

Hurtado & Merino,1997).

Segun Hurtado & Merino (1997), los tres grupos basicos de reguladores de

crecimiento son:

a. Promotores del crecimiento: Auxinas, citocininas y giberelinas.
b. Inhibidores del crecimiento: Acido abscisico.

c. Etileno.
5.1. AUXINAS Y SU FUNCION.

Las auxinas son un grupo de compuestos caracterizados por su capacidad de
inducir el crecimiento. El término de auxinas deriva del griego "Auxein" que significa
incrementar, fue utilizado por Wenten 1926, quien descubrid que en el apice del
caledptilo de avena se producia esta sustancia; sin embargo, en la actualidad se sabe que
las mismas estan distribuidas en otras plantas e inclusive se pueden obtener en forma

artificial y producen resultados iguales.

Las concentraciones mas elevadas de las auxinas se encuentran de modo natural
en los apices en crecimiento; sin embargo, también se encuentran distribuidos por toda la
planta, provenientes de los meristemas apicales que son los principales puntos de

sintesis.



79

La circulacion de las auxinas en la plantas es lenta, polar, basipetalo y tiene lugar
en dos modos distintos: Uno, que depende de la energia metabélica y otro, que se realiza
a favor de la difusion simple siendo este ultimo el que se lleva a cabo en forma
anaerobica Dewin, 1980, citado por Hurtado & Merino (1997). El IAA se transloca
principalmente a través de las células parenquimatosas que contactan los haces

vasculares. Las auxinas se biosintetizan a partir del triptofano en tres vias de sintesis:

1. Via del 4cido indol-piravico: Es la principal via de sintesis.

2. Via triptamina.

3. Via del indol-acetaldoxina.

Los efectos de las auxinas en los procesos fisiolégicos son muchos; éstas actiian
sobre el alargamiento y la division celular, la formacion de brotes, raices y tejidos
callosos, la respiracion, abscision, partenocarpia, dominancia apical y embriogénesis,

entre otros (Bidwell, 1979, citado por Hurtado & Merino, 1997).

En los tallos y hojas estimulan el crecimiento, sin embargo, en las raices su efecto
es inhibidor a excepcion de concentraciones muy bajas. Por lo que se establece como
caracteristica que las auxinas a concentraciones bajas estimulan el metabolismo vy

desarrollo y las concentraciones altas lo deprimen ( IICA, 1987).
5.1.1. Efectos sobre los cultivos in vitro.
A.  Induccién de callo: Las auxinas, en concentraciones de moderadas a

elevadas, es la hormona primaria que se usa para producir callo. Las auxinas como el

2,4D empleadas en la formacion de callos, se utiliza en concentraciones diferentes Asi,
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en las monocotiledoneas en concentraciones que van de 2-10 mg/L y en las

dicotiledoneas en concentraciones de 1-3 mg/L.
B. Sintesis de clorofila: Las auxinas tienden a inhibir la sintesis de clorofila.

C. Morfogénesis: La formacion de tallos y raices dependen de la interaccion

auxina/citoquinina.

La formacion de embriones esta determinada por la adicion de altos niveles de
auxinas, sin embargo, una vez formados, solo se desarrollan en bajos niveles de auxinas
si se cultivan Organos como meristemas y apices, las auxinas son indispensables para
promover el crecimiento inicial. Si se desea multiplicar tallos, se utilizan bajas

concentraciones de auxinas con altos niveles de citoquininas.

5.2. CITOCININAS Y SU FUNCION.

Las citocininas son aquellas sustancias quimicas en su mayoria derivadas de la
adenina que pueden estimular la divisidn celular o citocinesis, (Hurtados & Merino,

1997).

La biosintesis de las citocininas tienen lugar en los tejidos meristematicos de las

raices, de los frutos y 6rganos jovenes.

Las citocininas estan presentes en diferentes formas, como bases libres,

ribonucleosis, ribonucledticos o como constituyentes de ciertos ARN de transferencias.

Existen dos mecanismos de biosintesis, uno es la isopentenilacion de la adenina

monofosfato (AMP) y por degradacion de moléculas de ARN de transferencia.
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Las citoquininas utilizadas en cultivos de tejidos son la kinetina (6-

furfurilaminopurina) y BAP (6 Benciladenina) (Hurtado & Merino, 1997).

Los explantes cultivados_in vifro necesitan de las citoquininas, ya que no
sintetizan  suficiente por si solas, a excepcion de las raices que pueden crecer sin un
aporte exogeno de citocinina. Una fuente de citocinina muy utilizada en cultivos de

tejidos es el agua de coco.
5.2.1 Efecto sobre los tejidos cultivados in vitro.

A. Estimulan la division celular, y activan este proceso directamente.
B. Involucrar en la sintesis de proteina, reducen la actividad de las proteinazas.

C. Retardan la senescencia.

D. El desarrollo de callos requiere de la presencia de citocininas, estas favorecen
la formacion de callos, y se inhibe la formacion, desarrollo y crecimiento de

las raices (IICA, 1987).

En el cultivo de tejidos se utilizan mezclas de hormonas para un mejor
rendimiento del explante, ejemplo; altas concentraciones de auxinas con bajas
concentraciones de citoquininas inducen la formacion de raices en estacas, sin embargo,
bajas concentraciones de auxinas, con altas concentraciones de citoquininas inducen la

proliferacion de brotes axilares.
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) 5.3. GIBERELINAS Y SU FUNCION.

Las giberelinas son un grupo de reguladores del crecimiento formadas por
diterpenos, los cuales estan compuestos por cuatro unidades de isopreno, formando tres
anillos. Las giberelinas estimulan la iniciacion radicular, estimulan el crecimiento de

. plantas de tipo enano, estimulan la germinacién de semillas e inducen la partenocarpia en

frutos (Hurtado & Merino, 1997).
En el cultivos in vitro sus efectos son miltiples:
A. Inhibe la formacion de tallos y raices.
B. Inhibe la formacion de embriones somaticos.

C. Estimula el crecimiento y desarrollo en organos preformados como son los

2 meristemas.

D. En cultivos de apices estimula el crecimiento y es indispensable para permitir

la elongacion de los tallos formados.

5.4 COMPUESTOS ADITIVOS ORGANICOS Y SUS POSIBLES
EFECTOS.

Otros compuestos utilizados son el inositol o mionositol que pasa a formar parte
de organelos como los cloroplastos y es utilizado en la multiplicacion de embriones

N (Arditti & Ernest,1992 citados por Roca & Mroginski, 1991).



La adenina o el sulfato de adenina estimulan la formacion de tallos in vitro. Las

bases nitrogenadas promueven el crecimiento en cultivos de callos.

Por otra parte, el jugo de naranja aumenta el crecimiento de algunos callos, se
cree que esto se debe a la presencia del acido citrico. Este acido junto con el ascorbico

se emplean en los medios de cultivo para evitar la oxidacion de ciertos inoculos.

6. Tipos de explantes mas frecuentes.

~ Uno de los explantes mas utilizados en la propagacion in vitro son los 6rganos; en
algunos casos, como la propagacion de orquideas se utilizan semillas; luego de estas se

germinan, protocormos y finalmente plantas.

Si se desean clonar se toman las hojas y tallos y se usan como explantes para dar
lugar a la formacion de nuevas plantas que son genéticamente idénticas; a continuacion

se detallan algunos tipos de explantes:
6.1. Raices.

Una de las primeras y proliferas aplicaciones de cultivo de tejido lo fue el cultivo
de raices; estos fueron subcultivados en diversas ocasiones manteniéndose con éxito.
Entre los pioneros en utilizar este explante se destacaron: Katte y Robbins quienes en
1992 reportaron el crecimiento limitado de los apices de raices de plantulas de trigo

(Stemard & Kriboriam, 1977 citados por Hurtado & Merino, 1997).
6.1.1 Aplicaciones del cultivo de raiz.

Los estudios realizados con el cultivo de raices han aportado conocimientos

acerca del metabolismo de los carbohidratos, el papel de los iones minerales, vitaminas y
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hormonas en el crecimiento vegetal, asi como la diferenciacion y el desarrollo de raices.
Mediante el cultivo in vitro de las raices se ha logrado comprobar que estas requieren de
vitaminas como la tiamina para un crecimiento prolongado, se sugiere que en condiciones
naturales las raices requieren de las partes aéreas para un adecuado abastecimiento de

vitaminas.

Otros experimentos han sugerido que las raices en condiciones naturales
necesitan de la parte aérea para producir cambium vascular (conjunto de células que
forman el tejido vascular secundario). En cultivos in vitro es necesario afiadir al medio
sacarosa y AIA para suplir las deficiencias por falta de la parte aérea e inducir la

formacion del cambium vascular.

El cultivo de raices permitio realizar estudios en los procesos de nodulacion,
originado por el Rhizobium sp Otra aplicacion del cultivo in vitro de raices lo ha sido el

descubrimiento del ciclo de vida de los fitonematodos ( Hurtado & Merino, 1997).

6.1.2 Cultivo de raices aisladas.
Se pueden lograr cultivos de raices laterales o primarias, a partir de plantulas

germinadas en condiciones asépticas o de plantulas en cultivos hidroponicos.

En ocasiones después de realizar varios subcultivos las raices pierden su
capacidad de crecer aunque se les cambie a un medio fresco. Tal como ocurre cuando se
multiplica excesivamente un tejido, este pierde la capacidad de divisién celular y luego

de diferenciarse en un tejido (forman masas).

6.2. Anterasy polen.

Uno de los primeros estudios realizados con polen fue llevado a cabo por La Rue

en 1948, de este modo se demostr6 que el polen se podia desarrollar si se cultivaba en un
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medio nutritivo adecuado. Posteriormente en 1953, Teluke observo que los granos de
polen de las gimnospermas Gingo biloba podian cambiar su desarrollo para formar

callos si se les cultivaba en un medio apropiado ( Hurtado & Merino, 1997).
6.2.1 Bases morfoldgicas:

Las anteras y polen se cultivan en un medio en donde se dividen para formar
embriones o callos. Estos se transfieren a medios de multiplicacién y se forman
plantulas. El objetivo de realizar estos cultivos es producir plantas haploides. Este tipo
de plantas :pueden ser empleadas en programas de mejoramiento para seleccionar
caracteristicas deseadas o para la produccién de hibridos entre especies incompatibles
entre si. Roca, Mroginski, 1991, Dodds & Roberts, 1978 y Keller Stringham 1978
citados por Hurtado & Merino (1997).

La utilizacion de esta técnica (cultivo de polen y anteras) es importante en
estudios sobre mutagénesis como albinismo, ya que los haploides permanecen

genéticamente estables.

Microesporogénesis abarca toda la secuencia del desarrollo, desde la célula

madre hasta la maduracion de granos de polen. Esta secuencia se divide en tres fases:
Primera fase: Se forman esporas tetraédricas.
Segunda fase: Se forman microesporas individuales.

Tercera fase: Se inicia la division celular para dar lugar a la formacion del

gametofito.
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6.2.2 Condiciones que afectan el cultivo de anteras:

a. La edad del polen para su cultivo es un factor muy importante para el éxito de
la produccion de embrioides Dadds, Roberts, 1982 citados por Hurtado & Merino
(1997).

b. Las condiciones fisiologicas de las plantas madres juegan un papel importante
en el desarrollo de los explantes, ya que las anteras deben tomarse de las flores
producidas durante el inicio de la floracion de la planta Sunderland, 1973 citado
por Hurtado & Merino ( 1997).

c. Fisiologia de las plantas donantes.

La intensidad luminosa es importante en la produccion de embrioides, se obtiene
alta produccion a partir de plantas donantes que crecieron bajo alta intensidad
luminosa.

El fotoperiodo, la temperatura y la nutricion mineral de las plantas son otros
factores que inciden en el desarrollo de los explantes.

d. El medio de cultivo utilizado.

El medio de cultivo a emplearse puede ser el de Halperin. La composicion
hormonal y el potencial osmético del medio deben ser ajustados para prevenir la

lisis del polen segtin Sunderlan, 1973 (citado por Hurtado & Merino, 1997).

6.3 Hojas.

Los primeros cultivos in vitro exitosos se obtuvieron a partir de drganos, en vez
de ser a partir de células o tejidos. En 1904 Harninning obtuvo plantulas de embriones

obtenidos de frutos inmaduros (Hurtado & Merino, 1997).
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En la actualidad los cultivos de 6rganos son casi inexistentes a excepcion de los
cultivos de 4apices, utilizados para lograr una rapida propagacion clonal, y de los

meristemas para la obtencion de plantas libres de patogenos.

El cultivo de organos es util para determinar hasta donde llega el desarrollo
normal del 6rgano en condiciones in vifro. Un ejemplo puede ser el cultivo de las

secciones de hojas (Steeves & Sunix, 1972; Hurtado & Merino, 1997).

Las hojas pueden crecer desde el primordio hasta la madurez en cultivos in vitro,
pero tienen la caracteristica de que disminuyen su tamafio y muestran una reduccion en
la complejidad morfolégica. Sin embargo, el cultivo de hojas se ha-usado en la
propagacion masiva utilizando secciones de hojas con la finalidad de obtener embriones

somaticos, ejemplo aplicado al cafeto y las violetas ( Hurtado & Merino, 1997).

6.4. Meristemas.

Se considera a los meristemas como el grupo de células que mantienen su
actividad embrionaria durante toda la vida de la planta y tienen la capacidad de dividirse
sin restriccion o especializarse en un tejido u érgano. Los meristemas se pueden
encontrar en la raiz y el tallo (principales y laterales). El meristemo apical de tallo da

lugar a diversos tipos de células, tejidos y érganos.

Segun Schmidt 1924, citado por Hurtado & Merino (1997), al describir el
crecimiento apical es necesario emplear el concepto de la teoria cuerpo - tinica. Esta
teoria sugiere que existen dos zonas de tejidos en el meristemo apical: la primera
llamada tunica, que consta de una o mas capas de células periféricas, y el cuerpo, masa

celular rodeada por la tunica.
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Posteriormente, en 1938 se clasificaron cinco zonas en el meristemo, basandose
en el tamafio de las células, grado de vacuolacion, volumen nuclear, division celular y

espesor de la pared celular. Estos son:

Grupo inicial madre central.
Zona celular madre central.
Zona de transicion.

Zona de tejido periférico.

LI I

Costilla u orilla del meristemo.

Luego Popham en 1951 citado por Hurtado & Merino (1997), basandose en

diferencias histologicas, propuso siete zonas de organizacion apical.

1. Tipo helecho (una sola célula apical).

2. Tipo de transicion (4 a 5 células apicales).

3. Tipo Lycopodium ( con tres zonas : Meristema central, superficial y

periférico).

4. Tipo Ginko ( con células madre central, zona semejante al cambium y

meristemo central y periférico).

5. Tipo Abies - Cryptomeria (con cuatro zonas).

6. Tipo Opuntia ( con manto, células madres, centrales y periféricos).

7. Tipo angiosperma ( con manto, iniciales subapicales y meristemos central y

periférico).
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De todas las clasificaciones de la organizacion del meristemo apical la mas
aceptada es la de Wardlaw en 1965 (Hurtado, Merino, 1997); que divide la region apical
en cinco regiones:

a. Region distal (meristematica).

b. Region Subdistal (primordios de hoja).

c. Region inorgénica (tejidos internos).

d. Region Subapical (elongacion de axis y diferenciacion del tejido vascular).

e. Region de maduracion (estabilizacion morfogenética).

6.4.1 Cultivo in vitro de meristemas apicales..

Los meristemos estan asociados a un gran numero de tejidos especializados y a
partir de estos, se diferencian muchos tejidos y organos, su estudio y desarrollo in vitro,
nos permite entender los mecanismos que controlan la diferenciacion de las plantulas

(IICA, 1997.

Las células meristematicas son diploides, por consiguiente son genéticamente
iguales a la planta madre del que se extrajo el explante y las plantulas que se produzcan

a partir de estos, presentan las mismas caracteristica.
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6.5. Embriones y évulos.

Hanning en 1940 fue el primer cientifico que logro extraer embriones a partir de

6vulos y demostrar que éstos se podian cultivar (Roca & Mroginski, 1991).

Los embriones, por su caracter juvenil, son potencialmente meristematicos, es
decir, tienen la capacidad de multiplicar sus células; esto explica su uso como explantes
para la iniciacion de callos, permitiendo asi, obtener un elevado nimero de plantas. En
ocasiones, las células del callo obtenido a partir de embriones, forman nuevos embriones
a estos se les denomina embrioides. Sin embargo, los embriones también pueden dar
lugar a la formacion de plantulas, de hecho, se obtiene una rapida produccion de las

mismas (IICA, 1987).

6.5.1 Técnicas de extraccion de embriones.

Una manera de obtener embriones es extraerlos de las semillas, 6vulos o frutos en

forma aséptica, con la ayuda de un microscopio o estereoscopio.

Las semillas de las plantas arboreas pasan por un periodo de latencia antes de la
germinacion; si se cultivan in vifro se interrumpe la latencia y es posible producir
plantulas en 2 6 3 semanas. El cultivo in vifro de los embriones ayuda a la germinacion
de las especies arboreas, con semillas que deben pasar por un periodo largo de latencia

(Roca & Mroginski, 1991).

6.6 Factores que afectan el cultivo de embriones.

Antes de iniciar labores en un cultivo de embriones o de ovulos, deben

considerarse factores que afecten el desarrollo, la germinacion y la multiplicacion de los
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explantes. Entre los mas importantes se destacan:

6.6.1 El medio de cultivo.

El medio mas indicado en la propagacion in vifro es el medio Murashige y Skoog
(1962). Sin embargo, algunas veces es necesario modificar las concentraciones de
sacarosa en los medios a 120 g/litro; concentraciones altas de sacarosa promueven la
germinacion precoz de los explantes y dan como resultado plantas deformes. Sin
embargo, en algunos casos, es necesario adicionar aminoacidos, vitaminas y agua de
coco, para el cultivo de embriones extraidos de évulos jovenes. Inclusive, dependiendo
de las especies y su grado de exigencias, es posible cultivar embriones en medios sin

hormonas, vitaminas o agua de coco, como fue demostrado en estudios realizados por E.

Ortega en 1991, donde logrd rescatar embriones de Phaseolus vulgaris x Phaseolus
acutifolius A. Gray, utilizando el medio Murashige y Skoog al 50%, sin la adicion de
hormonas ( Ortega, 1992).

6.6.2 Osmolaridad.

La osmolaridad existente en los medios de cultivo para embriones, parece ser un
factor determinante en el grado respuesta y crecimiento de los mismos. Los
endospermos liquidos como el agua de coco favorecen el cultivo de embriones; sin
embargo, poseen una osmolaridad alta; aumentando las concentraciones de sacarosa y
sustituyendo con este compuesto algunos elementos metabolicamente inertes como son
el manitol o glicerol se contrarresta en cierto grado este inconveniente. El 2 % de
sacarosa provee'las condiciones energéticas optimas para el crecimiento. Por otro lado,
el optimo de osmolaridad puede variar dependiendo del desarrollo del embrién al

momento de ser aislado Rietsema er al. citado por Roca & Mroginski (1991).
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6.6.3 Reguladores del crecimiento.

Sus efectos no son muy claros. Sin embargo, se ha sugerido que el desarrollo
embrionario esta relacionado con la osmolaridad ( concentracién de solutos) alta en el

medio.

7. Respuestas de los explantes in vitro.

Haberlandt en 1902, citado por Roca & Mroginski (1991), propuso que todas las

células vegetales, tenian totipotencialidad o capacidad de formar plantas completas.

Esta teoria no fue demostrada, hasta 1958, cuando Reinert, Steward et al.,
informaron acerca de la produccion de embriones somaticos, demostrandose la
totipotencialidad de las células vegetales (Krikorian ef al., 1969; Bosks- Huseman etal.,

1970; Reinert et al., 1971citados por Roca & Mroginski, 1991).

Si bien es cierto que las células vegetales tienen totipotencialidad, las respuestas
de los explantes cultivados in vifro no son iguales, éstas se ven condicionadas y
afectadas por las concentraciones de hormonas, sacarosa, también por los ambitos de luz

y temperaturas.
7.1. Callos y su utilizacién.
La propagacion in vitro a partir de callos por medio de la organogénesis o de la

embriogénesis somatica, es considerada como una alternativa en los métodos de

propagacion; sin embargo, el cultivo de callos presenta poca estabilidad genética.



Se buscan otras alternativas, como regenerar plantas a partir de células selectas y
la utilizacion de nuevos métodos genéticos celulares aplicables al mejoramiento de las
plantas.

Los embriones somaticos son células que se forman a partir de tejidos vegetales
que no son el producto de la fusion de gametos (callos) y que tienen la capacidad de

formar plantulas (Roca & Mroginski, 1991).

Los callos embriogenéticos somaticos son utilizados para estudiar la
diferenciacion de las células somaticas y la formacion de plantulas. Antiguamente se
creia que era necesario la presencia de auxinas en los cultivos in vitro, como el 2,4-D
para estimular la embriogénesis somatica en un callo y que se debia remover la auxina,
para que ocurriera la maduracion y germinacién de los embriones. Sin embargo, en la
actualidad se sabe que dentro de un explante ciertas células estan preacondicionadas para

los eventos morfogénicos que llevan a la embriogénesis ( Hurtado & Merino, 1997).

La respuesta de los callos como explantes dependen del genotipo de la planta
madre, se han observado diferencias en las respuestas, dependiendo de la especie de la
planta y del tipo inicial de explante. También es importante considerar el estado de
desarrollo de la planta madre, los explantes extraidos de plantas jovenes tienen mayor
capacidad meristematica que explantes extraidos de plantas maduras. (Roca, Mroginski,

1991).

Las concentraciones altas de sacarosa estimulan la formacion de los callos
embriogénicos; reducen la formacién de embriones secundarios y la formacién de
policotiledones. Sin embargo, el acido abscisico (ABA) es un inhibidor de crecimiento
que permite obtener los mismos resultados (Ammirato ef al., 1972, citado por Roca &

Mroginski, 1991).
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Los cultivos semi-solidos son utilizados para obtener el crecimiento de callos y
estimulan la embriogénesis somatica, pero también se pueden utilizar medios liquidos.
En este altimo, es preferible agitar suavemente el medio para asi obtener anornalidades

en el desarrollo de los callos.

7.2. Organogénesis.

Contrario a la embriogénesis, la organogénesis comprende la formacion de
plantulas a partir de yemas o meristemas radicales sin pasar por la formacién de callos

(Hurtado & Merino, 1997).

En condiciones in vitro, la organogénesis de los explantes depende de las
hormonas y de los inhibidores o retardadores del crecimiento, en el medio de cultivo. En
1957 Skoog ef al., demostraron la importancia de la proporcion de auxina-citocinina in
vitro, en la respuesta morfogenética. Concentraciones altas de auxinas y bajas de
citocininas favorecen la formaciéon de yemas analogo a lo que ocurre con el sulfato de
adenina, que promueve el desarrollo de yemas. Sin embargo, los explantes responden de
manera diferente a iguales condiciones de cultivo y tales diferencias se deben al estado
fisiologico de la fuente del explante. Los factores endégenos (hormonas u otros) que
inducen la organogénesis in vifro, varian cuantitativamente de acuerdo a las condiciones

ambientales, el genotipo, el tipo de célula y otros aspectos (Roca & Mroginski, 1991).

Para que los callos formen érganos definidos, se deben producir cambios que

conduzcan a la organizacion celular.

La respuesta de los explantes varia de acuerdo a los requerimientos de los
reguladores de crecimiento y al tamafio de los explantes. Los explantes de tamafio
grande tienen menor confiabilidad en cuanto a la esterilizacion, pero presentan una

capacidad regenerativa alta, contrario a lo que ocurre con los explantes pequefios.
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A la edad fisiologica del explante, si se utilizan explantes cercanos al apice
caulinar (parte joven de la planta), se puede producir mayor cantidad de plantulas que a
partir de la porcion baja del tallo.

7.2.1 Factores que afectan la organogénesis

La luz: El fotoperiodo juega un papel importante en la organogénesis; se
requiere de 12 a 16 horas y una intensidad luminica de 1000 a 3000 lux, para inducir la

organogénesis (Hasegawa, ef a/., 1973 citados por Roca & Mroginski, 1991).

La temperatura, Los cultivos pueden permanecer a temperaturas entre 18 y 28
OC, para la organogénesis; sin embargo, Thorpe, 1980, citado por Roca & Mroginski
(1991) sefiala que, Sautheret en 1969; encontr6 que la temperatura variaba de 20 a 15
OC, durante el dia y la noche, situacion bajo la cual, se obtenia buena respuesta de los

explantes en la formacion de raices.

Consistencia del medio: Se cree que las concentraciones altas de agar crean un
ambiente mas estresante para las plantas, lo que reduce la formacion de organos

(Hurtado & Merino, 1997).

EI pH del medio no debe ser ni muy alto ni muy bajo, se recomienda de 5.5 a 6.0

(Mangora ef al., 1967, citado por Roca & Mroginski, 1991).

8. Adaptacion de las plantas obtenidas en el laboratorio a las

condiciones exteriores.

La propagacion in vitro de las plantas puede ser exitosa en el laboratorio, pero la
etapa culminante y que determina el éxito total del trabajo realizado con los explantes es

el transplante de las plantulas que se encuentran en el medio estéril y con todos los
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requerimientos nutricionales necesarios al suelo o al nuevo sustrato, el cual no es estéril
y que difiere considerablemente del medio en que se encontraba originalmente. Por todo

esto las plantulas provenientes del laboratorio deben pasar por tres fases, estas son:

1. Fase de aclimatacion.

Durante esta fase deberan ser controladas por una a dos semanas la intensidad
luminica y la temperatura de acuerdo al medio en que creceran. En caso de que el frasco
que contenga las plantulas tenga papel parafilm este debera retirarse cinco dias antes del
transplante, para eliminar la alta humedad relativa en el medio (Hurtado & Merino,

1997).
2. Fase de invernadero.

Después de que las plantulas pasan por la fase de aclimatacion son separadas para
ser transportadas y transplantadas al nuevo substrato que debe reunir una serie de

caracteristicas:

a. Las plantas a transplantar deben tener de dos a tres nudos o una altura de

aproximadamente cinco centimetros y un sistema radicular desarrollado.

b. Se deben sacar las plantulas del envase en que se encontraban y se lavan con

agua desionizada, para que no quede agar adherido a las raices.

c. Se recomienda que el sustrato al cual se va a transplantar las plantulas, sea de
tierra neutra como la agrolita (material de origen volcanico), 70% de corteza de

pino, 25% de musgo y 5% de cenizas.



97

d. Una vez sembradas se riegan y en algunos de los casos se cubren con una

bolsa  de polietileno durante 15 dias (camaras humedas).

e. Se recomienda la fumigacion periddica del invernadero, para prevenir el

ataque de insectos y enfermedades.

3. Fase de campo.

Las plantas provenientes del invernadero son transportadas al campo. Si la planta
fue sembrada en un pote, se recomienda colocarla en un lugar con poca luz. Si se va a

sembrar en el suelo se recomienda hacerlo en un dia nublado.

El establecimiento de las plantas a las condiciones de campo dura de uno a dos

meses (Hurtado & Merino, 1997).
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Capitulo II1.
FUNDAMENTO PRACTICO PARA LA REALIZACION DE LA PRACTICA
PROFESIONAL, ORIENTADA AL CULTIVO DE TEJIDOS IN VITRO
REALIZADA EN LA EMPRESA BIOTECH DE PANAMA, PARA OPTAR POR
EL GRADO DE LICENCIATURA EN BIOLOGIA.

1. Biotech de Panama.

1.1 Reseifia histérica de la empresa.

Biotech de Panamé es una empresa que fue fundada en 1994 por la familia
Flores. El proposito inicial de la empresa fue utilizar la micropropagacién masiva de
banano, para productores nacionales y para autoconsumo de la Empresa Bananera San

Bosco, localizada en la provincia de Bocas del Toro, Republica de Panama.

Después de realizadas las investigaciones necesarias, se considerd la
micropropagacion de las especies nativas de orquideas de la geografia panamefia y
Centroamericana. Para iniciar el proyecto se compré una coleccion privada de 1500
especies de orquideas nacionales, a las cuales se anexd la coleccién de plantas exclusivas
del extranjero de la Sra. Evelina Wachter (Méxima colaboradora de Biotech de Panama).

Se invirti¢ en la construccion de viveros apropiados y duraderos.

Posteriormente, Biotech de Panama establecid convenios con coleccionistas
locales, para la obtencién de capsulas de especies nuevas y se les pidio que realizaran

cruces de orquideas para la obtencion de nuevos hibridos.

Esta nueva miciativa ha dado excelentes resultados y de ella se benefician tanto la
empresa que invierte en los costos de germinacion de las capsulas, como los donadores

que reciben a cambio un nimero de plantas germinadas en estado de finalizacion y
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ademas se les asesora en los procedimientos basicos de aclimatacion de las mismas. Para
dicho convenio se establece un contrato escrito y debidamente firmado por ambas partes

en acuerdo mutuo.

La creacion de la empresa Biotech de Panama y posteriormente utilizacion de las

orquideas se justifica en los siguientes puntos:

1. Las especies de orquideas seleccionadas para la micropropagacion clonal en Biotech
de Panama son representativas de la flora de los bosques de el pais. Esta flora esta siendo
devastada en forma progresiva e irreversible, diezmando la posibilidad de que las
orquideas subsistan en su ambiente natural. Es de extrema necesidad que estas plantas
sean reproducidas en forma masiva, para garantizar que no desaparezcan de nuestros

bosques.

2. La distribucion de las plantulas a coleccionistas y aficionados evita que los mismos se
adentren en  los bosques en busca de plantas adultas. Esto traera significativas

consecuencias en pro de la conservacion de nuestros bosques.

3. La distribucién al exterior mediante la exportacion, permite dar a conocer la
diversidad en cuanto a orquideas se refiere generando asi interés por nuestros

paradisiacos lugares y variabilidad natural.

Objetivos principales de Biotech de Panama:

1- Perpetuar las especies de orquideas en extincion.

2- Obtener plantas hibridas y exclusivas.

3- Obtener clones con caracteristicas comerciales deseables.
4- Retomar de especies a los bosques.

5- Conservar un banco de germoplasma (Orquideas).

6- Multiplicacion masiva de orquideas para la exportacion y mercado local.
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) Uno de los objetivos de la empresa, lo es el establecimiento de convenios y
acuerdos con Instituciones de Estudios Superiores (Universidades), para que se realicen
practicas profesionales y trabajos de tesis, utilizando las instalaciones del laboratorio.
Con esta actividad, los estudiantes de las diferentes Universidades del pais tienen la
oportunidad de aprender, practicar y relacionarse con las técnicas de cultivo de tejidos, a

cambio, realizan gratuitamente en el laboratorio actividades de produccién y asistencia.

; Biotech de Panama obtiene asi la distincion de ser una de las empresas privadas
del pais que colabora con la educacién y formacion de futuros egresados de las
Instituciones Superiores de Ensefianza de Panama, impartiendo técnicas pioneras de

Biotecnologia para la conservacion y el desarrollo sostenible de nuestra Biodiversidad.

2. El laboratorio.

2.1- Facilidades.

El laboratorio de cultivo de tejidos debe cumplir con diferentes requisitos,
teniendo como objetivo primordial alcanzar los propositos establecidos, como lo son:
Bajos costos, disefio practico y eficiente, y equipos indispensables detallados en los

siguientes puntos.

. 2.1.1 Requerimientos basicos.

Entre las necesidades basicas de un laboratorio de cultivo de tejidos vegetales

tenemos:
* 1. Debe estar ubicado en un area preferiblemente con baja humedad, lejos de
fuentes de contaminacion inmediata como carreteras, basureros y fabricas entre

® otras.
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2. Debe seguir un disefio que reduzca los niveles de contaminacion de los
explantes y plantas subcultivadas, reduciendo al minimo la exposicion de los
cultivos a personas ajenas que puedan ser portadoras de esporas o bacterias que

contaminen.

3. Debe tener varias salas, de manera tal que el trabajo se distribuya en cada una
de ellas; por ejemplo: Sala de recepcion, sala de preparacion de medios de

cultivo, sala de crecimiento y sala de incubacion.

4. Debe tener viveros experimentales para evaluar, observar las caracteristicas y

el comportamiento de las plantas multiplicadas en el laboratorio.

5. Debe seguir reglas de asepsia para la limpieza general, higiene personal,

manipulacién y preparacion de medios de cultivos utilizados.

6. Debe contar con equipos basicos para alcanzar los propositos establecidos.

2.1.2 Localizacion.

El laboratorio de cultivo de tejidos vegetales debe estar localizado en un area
aislada para evitar posibles fuentes de contaminacion, tales como: Carreteras muy
transitadas, el flujo constante de los autos lo que produce una atmoésfera cargada de
dioxido de carbono que se acumula en las paredes de los edificios en forma de un polvo
de color negro y toxico;, ademas, las llantas de los autos a altas velocidades levantan

particulas de polvo, las cuales pueden transportar esporas y bacterias.

El laboratorio de cultivo de tejidos debe estar alejado de almacenes, depositos de
basura y restaurantes y de lugares en donde se almacenan mercancias; estos sitios son

frecuentados por hormigas, ratones y cucarachas que transportan en sus patas o en sus
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secreciones microorganismos que contaminan. En los depositos de basura y restaurantes

se crian organismos como la mosca comin (Musca doméstica), la cucaracha

(Periplaneta americana), algunos chinches, escarabajos, aracnidos y hormigas entre

otros.

El laboratorio debe ubicarse en un area seca y de baja humedad, ya que estas

condiciones disminuyen el desarrollo de esporas bacterianas.
2.1.3 Diseiio practico del laboratorio.

Todos los laboratorios de cultivos de tejidos existentes, al momento de ser
disefiados tomaron en cuenta muchos factores como son necesidades, alternativas y

costos.

Las necesidades de los laboratorios de cultivo de tejidos se desglozan y clasifican
en prioritarias y no prioritarias para aminorar costos, sin que se deje de alcanzar el éxito
en los resultados. Entre ias necesidades prioritarias del laboratorio estan: La oficina, la

sala de preparacion de medios, sala de crecimiento y la sala de incubacion.

El equipo de laboratorio también se debe clasificar dentro de las categorias de
indispensable y opcional, por ejemplo: Para esterilizar los medios de cultivos, se puede
usar una olla de presion en reemplazo de un autoclave automatico costoso y con iguales

resultados.

Se necesitan camaras de flujo laminar para inocular los explantes, se puede
escoger entre comprar una camara de flujo laminar prefabricada en el exterior o disefiar

una propia, con la que se obtengan los mismos resultados.
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2.1.4 Equipo indispensable y b4sico.

. Autoclave u ollas de presion.

Balanza analitica (indispensable).

Balanza granataria (opcional).

Refrigerador (indispensable).

Lavadora de cristaleria (opcional).

Destilador de agua (indispensable) (Anexo, Fig. 16).
Agitador magnético con calentamiento (indispensable).
Macro y micro espatulas (indispensables).

Frascos ambar para guardar soluciones madres (opcionales).

. Buretas (opcionales de acuerdo a los propésitos).
. Soporte universal (opcional).

. Anillos (opcional).

. Pinzas de Mohr (opcional).

. Pinzas largas para diseccion (indispensable).

. Termémetros (indispensables)

. Guantes de asbesto (indispensables).

. Tapa para tubos de ensayo (opcionales).

. Tapones para frascos (indispensables).

. Gradillas para tubos de ensayo (pueden fabricarse en forma artesanal).
. Matraces Erlenmeyer (indispensable).

. Matraces de balon (indispensable).

. Matraces aforados (indispensables).

. Desecadores (opcionales).

. Pipetas (opcionales, pueden usarse jeringas graduadas).
. Aspersores de alcohol y desinfectantes (indispensables).
. Pipetas graduadas (opcionales, se pueden usar jeringas graduadas).

. Pipetas volumétricas (opcionales).
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. Goteros (indispensables).

. Pro- pipetas (opcionales).

. Probetas de varios volimenes graduadas (indispensables).

. Vasos de precipitados (indispensables).
. Camaras de flujo laminar de aire (indispensables).

. Microscopio, estereoscopio ( indispensables si se trabajacon meristemas muy

pequefios, tal es el caso de saneamiento de virus y enfermedades).

34

35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42,
43,
44.
45,
46.
47.
48,
49,

. Lupa con lampara (opcional).

Estuche de diseccion (opcional).

Bisturies y navajas (indispensables).

Mecheros Bunsen, Touch o matic (pueden usarse de alcohol).
Bomba de vacio (opcionales).

Caja de petries (opcionales).

Canulas para cajas petries (opcionales).

Canulas para pipetas (opcional).

Tuberia de Plastico (indispensable si se trabaja con mecheros que usan gas).
Papel filtro (opcional).

Papel parafilm (opcional).

Gasas (opcionales).

Algodon (indispensable).

Toallas de papel (indispensable).

Detergente para cristaleria (indispensable).

Desinfectantes varios (indispensables).

. Reloj de alarma para control del tiempo (indispensable).

. Termostatos (indispensables).

. Balastros (indispensables).

. Tubos de enséyo 25 x 150 y 25 x 200 (opcionales).

. Microscopio de inmersion (opcional, a menos que se realicen estudios citologicos).

5. Cubreobjetos (opcionales a menos que se realicen estudios citoldgicos).
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56. Porta objetos (opcionales a menos que se realicen estudios citologicos).

Reactivos en general como:

1.

W o N v kW

Nitrato de amonio (NH4 NOs).

Nitrato de potasio (KNO;).

Cloruro de calcio (CaCp. 2 H ,0).

Sulfato de magnesio (Mg SO4. 7 H,0).

Fosfato de potasio dibasico (KH; POy).

Fosfato de sodio (NaH,PO4. H,0).

Acido bérico (HsBOs).

Acido etilén- diamino-tetraacético de di sodio (Na; EDTA).
Sulfato ferroso (FeSO4.7 H,0).

10. Sulfato de magnesio (MgSO4. H,0).

11. Sulfato de cobre (CuSO4. H,0).

12. Molibdato de sodio (Na;MoOs. 5 H,0).
13. Buff3er pH 7.

14. Buffer pH 10.

15. Sacarosa y agar.

3. Estructura arquitecténica de un laboratorio de cultivo de

tejidos.

considerar las condiciones de asepsia, sus propositos y objetivos, el trabajo debe
realizarse en diferentes areas y la ubicacion de las secciones varia de un laboratorio a

otro; sin embargo, el objetivo principal es disminuir los niveles de contaminacién. A

La estructura arquitectonica de un laboratorio de cultivos de tejidos, debe

continuacion se muestra un modelo propuesto.
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A. Oficina. B. Sala de recepcion y vestibulo
1.Archivador. 1. Sillones.
2. Escritorio. 2. Mesa.

3. Aire acondicionado.

3. Ventanas de vidrio.

C. Baiio

D. Comedor.

1. Sillones.

2. Mesa

3.Lavado

4 Ventanas de vidrio

E. Sala de lavado.

F. Sala de esterilizacion.

1. Lavado.

1. Autoclave.

2. Mesa.

2 Mesa.

G. Sala de preparacién.

H. Sala de cultivos- transferencia.

1. Gabinetes.

1. Camaras de flujo laminar.

2. Mesa.

2. Ventanas de vidrio.

3. Nevera.

L. Sala de observacién y exdmenes

al microscopio y estereoscopio.
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2. Mesa.

3. Ventanas de Vidrio.

J. Sala de crecimiento

K. Sala de crecimiento.

1. Estanteria.

1. Estanteria

2. Aire acondicionado.

2. Aire acondicionado.

3. Ventanas de vidrio.

3. Ventanas selladas de vidrio.

L. Almacén de medios.

1. Estanterias.

2. Ventanas de vidrio.

3.1 Sala de Recepcion y Vestibulo.

Esta sala se disefia para recibir las visitas al laboratorio, la misma, debe ser

equipada para ofrecer un ambiente comodo mientras se espera.

32 Sala de Preparacion de Medios de Cultivos.

Esta area se utiliza para la preparacion de los medios de cultivos, debe ser
espaciosa, con paredes color
inmediato la aparicion de contaminantes. Las superficies de las mesas y muebles de
trabajo deben ser lisas para facilitar la limpieza y desinfeccion periddica. Esta sala debe
estar amueblada con estanterias y repisas sin puertas o con puertas que permitan la

ventilacion apropiada de los quimicos y reactivos de uso inmediato en la preparacion de

blanco con pintura anti-hongos, asi se detectan de

los diferentes medios que se utilicen (Anexo, Fig. 17).
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El equipo imprescindible debe ser:

. Mesa de trabajo para preparacion de medios, en ella se mezclan las soluciones, se
colocan los frascos para verter los medios y se realizan la mayoria de las labores
esenciales para la actividad en general del cultivo de tejidos, la misma se ubica en el
centro y debe permitir la libre circulacion del personal a su alrededor, debe ser alta, de
este modo, no es necesario permanecer por mucho tiempo inclinado al realizar los

trabajos, evitando asi el cansancio y malestar de espalda del personal.

2. Gabinetes y estanterias para quimicos, reactivos, cristaleria y equipos varios (Anexo,

Fig. 18).

3. El equipo de refrigeracion necesario para guardar a bajas temperaturas las soluciones
madres de los nutrimentos, reguladores de crecimiento y otros compuestos quimicos

(Anexo, Fig. 19).

4. Balanza analitica, granataria, Ph-metros, agitadores magnéticos con calentamiento,

relojes de tiempo, etc. (Anexo, Fig. 20).

5. Los lavamanos y fregadores, deben disponer de agua caliente y fria; ademas deben ser
anchos y profundos, de esta manera la cristaleria y equipo accesorio se puede lavar
facilmente sin que ocurran salpicaduras y accidentes por limitacion de espacio de las
mismas. No se recomiendan lavamanos y fregadores de metal, estos se corroen y se
deterioran rapidamente con el contacto permanente de los quimicos y reactivos que se

vierten al desagiie.

6. Destiladora de agua o un aparato desionizador, hornos microondas o de esterilizacion

por calor, etc.
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3.3 Sala de crecimiento e incubacién.

Es el area del laboratorio donde se desarrollan los explantes cultivados hasta la
formacion de las plantas, por lo que debe estar equipada con instalaciones eléctricas,
aires acondicionados, controles de temperatura, espacios para cultivos en agitacion y

estanterias con las siguientes caracteristicas:
Anaqueles con varios niveles, se acostumbra cinco niveles. Cada nivel debe
presentar lamparas fluorescentes de tipo "day light". Estas pueden ser de luz fria o gro

lux para 1000 y 3000 lux. La cantidad de lamparas por nivel debe variar de acuerdo a las
necesidades de luz de las plantas (Anexo, Fig. 21) (Hurtado & Merino, 1997).

3.4 Sala de siembra, transferencia y diseccién.

Esta sala debe cumplir con medidas estrictas de asepsia, puesto que la misma esta

destinada a la inoculacion y transferencia de los explantes a los medios de cultivos.

Debido a los altos requerimientos asépticos en algunos laboratorios esta sala se
divide en compartimientos. Cada uno debe contar con los siguientes materiales (Anexo,
Fig. 22y 23).

1. Camaras de flujo laminar de aire.

2. Aires acondicionados con filtro.

3. Mascaras y gorras sanitarias.

4. Instrumentos de diseccion.
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5. Mecheros Bunsen.
6. Papel toalla.
7. Alcohol al 70 y 96%, en botellas de aspersion de manos y botellas con picos.

8. Lamparas de luz ultravioleta.
3.5 Bodega de materiales.
El objetivo de esta area del laboratorio es almacenar los reactivos en general. Debe
tener humedad baja, al mismo tiempo no ser caliente. Se recomienda la instalacion de
extractores de humedad o deshumificadores. Debe ser preferiblemente un lugar oscuro

equipado con detectores de humo y extinguidores. A esta area solo deben ingresar una a

dos personas con mascaras y hojas de controles de reactivos en existencia.
3.6 Invernaderos de estudios y evaluacién de material.

El invernadero es un sitio al cual se trasladan las plantas para su observacion y

evaluacién. Se realizan ademas labores de aclimatacion de las plantas (Anexo, Fig. 24).

De acuerdo a las facilidades economicas, estas areas pueden contar con los

siguientes equipos opcionales:
1. Mallas que no permitan la entrada de insectos.
2. Pisos de concretos o de piedra picada.

3. Filtros de aire.
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4. Sistemas de irrigacion automatica o mangueras manuales (Anexo, Fig. 25).

3.7 Sala de registros, oficina y biblioteca.

En algunos casos estas salas se encuentran ubicadas en un solo recinto y su
# finalidad es contener registros de las existencias en el laboratorio, historiales en general,
asi como libros, revistas, folletos y catalogos de informacion relacionada (Anexo, Fig.

26).

4. Técnicas de esterilizacion, manipulaciéon y controles

generales  asépticos.

o La contaminacion de los medios de cultivos y los explantes, se traducen en pérdidas
de dinero, esfuerzo y tiempo; reduccion en el crecimiento y hasta la muerte de los
explantes, causados generalmente por hongos y bacterias, que pueden destruir los medios
de cultivo, competir con el explante por el medio o inclusive modificarlo (Hurtado &

Merino, 1997).

- 4.1 Limpieza general y rutinaria del laboratorio.

Una de las actividades determinantes y con mayores consecuencias para obtener el
éxito buscado en el laboratorio de cultivo de tejidos es un programa rigido y estricto de
limpieza general. Cada miembro del personal debe ser conciente de la importancia de
mantenerse a la defensiva contra posibles fuentes de contaminantes que surjan en las

instalaciones, mediante una observacion minuciosa de paredes, pisos, superficies de
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trabajo, estanterias, etc. Ademas, debe seguir sin descuido cada paso establecido para

mantener integra la asepsia general del laboratorio.

El piso de estas salas no puede barrerse en seco, de hacerlo se levantarian
conjuntamente con el polvo acumulado, esporas de hongos y bacterias, por lo que es
necesario humedecer primero el piso con un desinfectante, luego, se realiza el trapeado
y finalmente con una escoba desinfectada y humedecida previamente, se barren las
particulas grandes que se han fijado durante el trapeado. Se utiliza una escoba para las
salas de transferencias y otra para las salas de preparacion de medios, lo mismo que los
trapeadores. Estos instrumentos no deben utilizarse fuera del laboratorio.  Entre los

desinfectantes utilizados tenemos, clorox  (hipoclorito de sodio) diluido en

concentraciones diferentes. Esto depende de los grados de contaminacion observados en

los monitores periddicos, también se utilizan amonios cuaternarios y otros.

Se recomienda la rotacion periodica de los desinfectantes para prevenir la aparicion

de resistencia a los mismos, por parte de hongos y bacterias.

En cada puerta de laboratorio es necesario colocar esponjas gruesas, impregnadas
con hipoclorito de sodio, para disminuir el nimero de microorganismos presentes en los

zapatos.

Es necesario fumigar las salas de cultivo y transferencia, con insecticidas,

bactericidas y fungicidas que no sean toxicos al personal.

Las luces ultravioleta de las camaras de flujo laminar se dejan encendidas durante
las noches para eliminar o atenuar los microorganismos y al momento de utilizarlas

J

flamear todas las pinzas (Anexo, Fig. 27).



4.2 Higiene del personal.

Cada persona es un agente transportador de microorganismos contaminantes, las
medidas de higiene deben ser rigurosas e inflexibles. Algunos de los pasos para

mantener la higiene del personal son:

1. Lavarse las manos y antebrazos con un jabon bactericida liquido, antes de

iniciar labores en el laboratorio.

2. Afeitarse y cortarse las ufias y el cabello periodicamente, con esto se
disminuye los sitios de alojacion de los microorganismos en el cuerpo

humano.

(o8]

. Colocarse la bata del laboratorio, previamente esterilizada.

N

. El personal debe desprenderse de relojes y anillos cuando esta laborando.

5. Empaparse las manos y antebrazos con alcohol etilico al 70% o 96%, a
intervalos regulares mientras se trabaja en las camaras de flujo laminar, o al
manipular cualquier muestra de los cultivos y cuando se realizan los

monitoreos y observaciones periodicas de rutina.

6. Bafiarse inmediatamente después de fumigar en el laboratorio con
bactericidas, fungicidas o insecticidas. Esta medida de seguridad es
importante para el fumigador, pues se eliminan los residuos quimicos que

pueden haberse adherido a la piel.
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4.3 Medidas de seguridad y de asepsia.

El laboratorio de cultivo de tejidos es muy similar a cualquier otro laboratorio;

sin embargo, se diferencia en las condiciones de esterilidad y desinfeccion necesarias

para manipular los explantes y los medios de cultivos. Esta caracteristica conlleva a la

” utilizacion de muchas técnicas de asepsia presentadas a continuacion:

1.

oo

"

Esterilizar la cristaleria y equipo de diseccion, ya sea por el método de calor
seco o0 humedo. El calor seco utiliza hornos a temperatura de 160 °C o mas; el

calor himedo utiliza autoclaves a temperaturas de 121 °C x 20 minutos.

Se requiere de un area estéril, que es proporcionada por las camaras de flujo
laminar, que retienen particulas de 0,3 nm. Estas se deben ubicar en un cuarto

aislado de las corrientes de aire que pueden transportar las esporas.

Encender las cdmaras 30 minutos antes de utilizarlas para eliminar cualquier

particula de polvo que exista.

. Dejar paso libre al flujo de aire entre la pantalla y el 4rea de trabajo.

. No tocar las superficies que mantienen contacto con los tejidos.

. Evitar pasar las manos por encima del material que se trabaja.

Flamear la boca de los frascos que contienen los medios de cultivo antes y

después de sembrar los explantes.

Sumergir las pinzas en alcohol periodicamente mientras se estan utilizando y

alejar el alcohol de la llama.
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Otras medidas de seguridad y asepsia las constituyen la desinfeccién de la camara
de flujo laminar de tipo artesanal asperjando alcohol al 96% en las rendijas y vidrios,
alcohol al 70% en el resto de la camara y sumergir los filtros que se coloquen en los

extractores de la camara en alcohol al 96 % cada 15 dias (Camaras artesanales).

Todo material que esta relacionado con la preparacion de medios de cultivo debe ser
estéril. Las tapas y frascos destinados a contener los medios de cultivo deben estar
esterilizados previamente. Las tapas se sumergen en una tina con jabon bactericida |
luego en un tanque de 5 galones con 8 onzas de hipoclorito de sodio, se envuelven con
papel de aluminio en grupos de 25 tapas y se autoclava a 15 libras de presion por 20
minutos y a una temperatura de 121°C. Los frascos después de sumergirse en
hipoclorito de sodio al 2 % se autoclavan a 15 libras de presion durante 15 minutos,

antes de verter en ellos los medios.

Los medios de cultivos atraen insectos como las hormigas las cuales pueden ser
portadoras de bacterias y hongos, por ende se toma medidas de seguridad como colocar
en la base de los anaqueles que almacenan los medios, un recipienté que contenga una
solucién liquida con un fungicida incorporado para evitar que los insectos trepen hasta

los medios.
4.4 Recibimiento del material vegetativo del campo y vivero.

Al recibo de material vegetativo procedente del campo, se sigue un protocolo

para registro de datos, estos pueden ser por ejemplo:
-Lugar de procedencia del material:

-Fecha (dia, mesy afio).
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-Nombre del material vegetativo: Si es una especie, se anota el nombre cientifico,
si es un hibrido se anota el nombre de los padres o el nombre comercial

Ejemplo: Dendrobium sp, Madan Vaiper.

_Parte vegetativa extraida: Se anota el nombre del tejido u érgano extraido de la
planta, ejemplo: Si es una capsula, meristema, apical, radical, yemas axiliares,

hojas, embriones o primordios.

-Cantidad: Se anota el nimero de explantes recibidos (capsulas, estacas, etc.).

-Condicidn: Se anota el estado en que se recibié el material vegetativo.

-Codigo: El laboratorio que recibe el material vegetativo le asigna un codigo

para identificar las especies dentro del laboratorio.

-Nombre del colector y codigo o namero de colecta del mismo.

4.5 Esterilizacion del material a introducirse.

Una vez que el laboratorio reciba el material vegetativo, este lo debe esterilizar
para eliminar contaminantes adheridos a sus superficies, tales como, grasas y aceites,
esporas de hongos, bacterias, tierra himeda, etc. En caso de recibir una capsula (Anexo,
Fig. 28) se le cortan los restos florales; se sumerge la capsula en un recipiente con jabon
bactericida, durante 5 a 8 minutos agitandolo en forma circular. Se sumerge en dos
ocasiones en hipoclorito de sodio grado comercial de 5.25%, sin diluir por un tiempo de

5 a 8 minutos agitando en forma circular.

Tiempo de exposicion de las capsulas en NaClO varia de acuerdo a el grosor de la

capsula, ejemplo: Cattleya sp., Laelia sp., Lycastes sp., presentan capsulas de texturas
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gruesas, por lo que se sumergen en NaClO por un periodo de 15 a 20 minutos; sin

embargo, especies como Comparetia sp., Pescatoria sp., y Bletia sp., que presentan

capsulas con texturas delgadas, se sumergen por 5 a 10 minutos.

El recipiente se cubre con papel aluminio y se limpia con alcohol al 95 %; una vez
en la camara de flujo laminar, se extrae con pinzas esterilizadas, se flamea y se abre; si se

trata de meristemas se extrae con las pinzas esterilizadas y se procede a disectar.

Si se trata de anteras, se sumergen en etanol al 70 % por diez minutos o NaClO al
0.8 % por cinco minutos. Sin embargo, al trabajar con médulas, se sumergen en etanol al

70 % por 20 segundos 0 NaClO (Roca & Mroginski, 1991).
4.6 Monitoreo periédico de contaminados.

Es dificil lograr cultivos completamente estériles en el estricto sentido de la
palabra, aun con todas las medidas de asepsia (Anexo, Fig. 29). Una vez detectados los
cultivos contaminados o muertos en la sala de crecimiento (Anexo, Fig. 30) se deben

anotar en una lista los siguientes datos:

1. Cédigo de la planta: Se anota el nombre de la planta de la cual se extrajo el
explante que se cultivo. Si se trata de un clon (grupo de plantas genéticamente
idénticas que han sido reproducidas en forma asexual), se anota el nombre del

hibrido del cual se extrajo y el nimero del clon.

2. Fecha: Se debe registrar la fecha en la que fue sembrado o subcultivado el
explante. Si son varios frascos de la misma especie o hibrido con diferentes

fechas se anota la fecha de cada frasco.
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. Medio de crecimiento: Se anota el nombre del medio en que se encontraba el

explante.

4. Tipo de envase: Se anota el volumen y tipo de envase, ejemplo: Gerber de 4

onzas, phytacon grande o pequefio o botellas.

2

. Cantidad: Se registra el nimero de frascos que se contaminaron y se anota por

especie o hibrido (Anexo, Fig. 31).

Todas estas anotaciones se registran con el objetivo de llevar un control de
existencia de las especies en el laboratorio y asi priorizar las especies que se van a

subcultivar de acuerdo a los niveles de sobrevivencia y comportamiento.

S. Preparacion de medios.

El desarrollo de los explantes in vitro, depende de las caracteristicas del sustrato
nutritivo en que crecen. La elaboracion de los medios de cultivo conllevan una serie de
pasos como lo son la preparacién de soluciones madres, ajustes del pH, dilucién del agar

y distribucion del medio, y por tltimo la esterilizacion del medio.

Las soluciones madres permiten la elaboracion en concentraciones adecuadas
diluidas de las soluciones salinas. Las mismas deben mantenerse en refrigeracion o a
temperatura ambiente, sino se conoce su estabilidad; las soluciones de hierro deben

guardarse en frascos ambar para evitar su degradacion por la luz.

Se ajusta el pH, de los medios con soluciones de NaOH y HCI, este factor es

importante porque el pH del medio determina una buena o mala gelificacion.
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Luego de disuelto el gelificante, con la ayuda de agitadores, se procede a

distribuir los medios de cultivo en los envases de la siguiente manera:

1. Se limpia la mesa con alcohol al 70 %.

2. Se colocan sobre la mesa, los envases boca abajo.

3. Se flamea la boca de los envases.

4. Se procedera a verter los medios en los frascos.

5. Inmediatamente se tapan con tapas esterilizadas.

La esterilizacion de los medios se realiza colocandolos en el autoclave 6 olla de
presion (Anexo, Fig. 32) a partir de las 15 libras de presion durante 20 minutos a 121 °C;
es importante medir el tiempo y la presion, porque si se excede en el tiempo de

esterilizacion, el medio se carameliza, es decir los carbohidratos se dsgradan.

Luego se guardan los envases con los medios de cultivo en los anaqueles para que

se enfrien y gelifiquen.
6. Medios utilizados.

Los medios de cultivo in vitro varian enormemente en sus dosis de elementos
quimicos como son macronutrimentos, fuentes energéticas, azlcares, aminoacidos,
hormonas, complejos aditivos, agentes gelificantes, rangos de pH, etc., de acuerdo al tipo

de explante, la especie y propédsito deseado.
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En Biotech de Panama se utilizan como medios principales:

- El medio B1, el cual es un medio utilizado para la germinacion de semillas. Este es un

medio Murashige y Skoog modificado que no contiene reguladores de crecimiento.

- El medio MLT, es un medio Murashige y Skoog modificado con reguladores de

crecimiento.

- El medio AR1, es un medio utilizado para el crecimiento y finalizacion de las

plantulas, con reguladores de crecimiento pero sin agua de coco.

7. Explantes utilizados.

Los explantes pueden ser extraidos de células que se mantienen en constante
division, alargamiento y multiplicaciéon conocidos como meristemas en el cultivo de

tejidos in vitro y estas pueden ser meristemas apicales basales y axilares .

Otros tipos de explantes se extraen de segmentos de tallos raices y hojas. Estas
células por su alto grado de especializacion deben ser inducidas a la formacion de callos,
que son grupos de células que crecen en forma irregular y se multiplican formando masas

amorfas.

Existen otros explantes que pueden ser utilizados en el cultivo de tejidos in vitro,
sin embargo, en Biotech de Panama se utiliza la germinacion in vitro de las semillas que
se encuentran en las capsulas de las orquideas. Esta practica no perjudica a los donadores
de las capsulas ya que ellos se quedan con la planta madre y a cambio de la capsula
reciben plantulas; también esto trae consecuencias significativas en pro de la
conservacion de nuestros bosques por que no es necesario extraer plantas adultas del

bosque para sacarles otros explantes. La desventaja de usar este explante consiste en que
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las plantulas obtenidas no siempre son iguales a las madres, por tanto no es recomendable

en la reproduccion de plantulas hibridas.

7.1 Técnicas utilizadas para extraer el explante.

Las capsulas son tomadas de las plantas cuando maduran.

- Se anota el nombre o c6digo de la planta en una libreta.

-Se dobla el tallo de la capsula.

- Se le marca a la capsula, un nimero que corresponda a la anterior anotacion, con la

ayuda de un objeto punzante, como una aguja de diseccion.

- Luego son transportadas al laboratorio en donde se somete al proceso aséptico.

- Se sumergen en envases con jabén bactericidas (CITRUS), agitando durante 10, 15,
20 6 30 minutos dependiendo de la consistencia de la capsula, ejemplo las capsulas de
Dendrobium sp., y Brassabola sp., son bastantes resistentes por tanto se pueden
esterilizar por mas tiempo. También hay que tomar en cuenta el estado de la capsula, si

esta picada por insectos, o se esta abriendo naturalmente.

- Se sumergen en envases con hipoclorito de sodio (Clorox Comercial), agitando
durante 10, 15, 20 6 30 minutos dependiendo de las condiciones anteriormente
descritas.

- Se recicla el clorox en otro envase cuidando de no tocar las céapsulas con la mano.

- Se tapan los envases y se llevan inmediatamente a la camara de flujo laminar.
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7.2 Desarrollo del explante in vitro.

Una vez en la camara de flujo laminar, las capsulas son sacadas de los envases
una por una y con la ayuda de un bisturi y pinzas estériles se le hace un corte longitudinal
(Anexo, Fig. 33).

- Se coloca la mitad de la capsula en un plato petri.
- En la otra mitad se le realiza un raspado, para aflojar las semillas de la capsula.

- Se dispersan las semillas en el medio de cultivo, que puede ser B1.

- Se espera a que las semillas germinen, formando un grupo de células verdes llamadas

protocormo.

- Luego se separa y se colocan en medios que pueden ser ARI.

- Después de un tiempo (meses dependiendo de la especie), se separan las plantas y se
colocan en nuevos medios de cultivo. Si se desea multiplicar las plantas, o se desea

clonar una de ellas se colocan en medios MLT (Anexo, Fig. 34).

- Finalmente se espera a que las plantas tengan un tamafio promedio entre 3.5 a 5.0 cm

de alto.

- Se considera entonces que estas plantulas estan listas para ser vendidas localmente o

ser exportadas al exterior.

Es importante recalcar que el periodo de incubacion bajo condiciones de luz y

temperatura controladas va de acuerdo a las condiciones ambientales de donde se extrajo
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la planta. Por ultimo la empresa necesita realizar inventarios periddicos del material

vegetativo en existencia (Anexo, Fig. 35).

7.3 Adaptaciones de las plantas in vitro a las condiciones exteriores,

Después que las plantulas tienen raices y tamafio apropiados estan listas para ser
trasladadas del laboratorio y dar inicio a la etapa de adaptacion al ambiente exterior o de

invernadero.

- Las plantulas se sacan de los medios, lavando sus raices, cuidando de que no quede

residuo del medio de cultivo.

- Luego se colocan envases apropiados para su crecimiento, que contienen materia

organica (Peat moss) y perlas.

- Se le coloca la etiqueta que lo identifica, estas se pueden hacer de tiras de aluminio,

obtenidas de latas de cervezay se marcan con un clavo.
- Se fumigan, fertilizan y riegan periddicamente.

- Finalmente si se desea se transplantan a estopa de coco, troncos, raices de Negra jorra,

etc.
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Conclusiones

Una de las mejores maneras de aprender y poner en practica los conocimientos
tedricos aprendidos en la Universidad, se obtiene a través de la Practica Profesional en un
ambiente de produccion real y al mismo tiempo aprender técnicas que le complementaran

para su mejor desempeifio en el futuro.

La ventaja de tener conocimientos previos en un area determinada es que nos
permite un dominio y mayor seguridad en esta; por ello, se hizo necesario la realizacion
de un capitulo sobre el comportamiento fisiologico de las plantas. Con esto se afianzé en
este tema y fue posible un mejor entendimiento de los conceptos sobre micropropagacion

y cultivo de tejidos.

Las plantas desarrollan mecanismos para su crecimiento ya sea en condiciones
naturales o iz vifro. Sin embargo, en la naturaleza estos mecanismos estan regulados por
las condiciones climaticas en general. Mientras en cultivo in vifro tales mecanismos
estan completamente determinados por las condiciones a las cuales son sometidas,

independientemente de las condiciones climaticas del exterior.

La técnica de cultivo in vitro es una alternativa viable para la propagacion masiva
de plantas que puedan estar en peligro de extincion, o que por sus sub productos

(alimentos, medicinas, entre otros), amerita el someterlas al cultivo in vitro.

Para iniciar una empresa en cultivo de tejidos, es necesario realizar estudios
previos sobre la estructura arquitectonica del laboratorio, sus condiciones asépticas, las
caracteristicas de las plantas con que se desea trabajar y un estudio sobre costos-

beneficios.
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Recomendaciones

Considero como un aporte a la empresa Biotech de Panama la elaboracion y
confeccion del documento que constituye el informe final de mi practica profesional, del
cual se podrian beneficiar otros estudiantes que deseen ingresar a la empresa a realizar
otras practicas profesionales, pues les da una idea, de lo que ellos podrian realizar en la
empresa., por tanto, el mismo podra ser usado como referencia de algunas labores a
ejecutar. Ademas el documento consta con informacion sobre las bases fisiologicas

vegetales y el cultivo de tejidos.

Debido a que las plantas sometidas a cultivos in vifro necesitan ser
transplantadas, multiplicadas y clonadas, para poder ser propagadas o vendidas en forma
masiva; necesitan de un cuidado continuo, este cuidado demanda gran cantidad de
tiempo. Tiempo con que no se cuenta si la cantidad de personas que laboran en dicha
empresa es poca. Por lo tanto es recomendable tener personal permanente en actividades
como subcultivos de plantas y preparaciéon de medios; en forma rotativa, de manera tal
que si falta uno o dos empleados, su actividad puede ser realizada por cualquiera de los
trabajadores restantes. Asi, no se interrumpira ninguna actividad de la empresa por

desconocimiento del proceso o por falta de personas para repartirse el trabajo.

Para que una empresa de cultivo de tejidos obtenga grandes ventas a nivel local o
internacional, o sea del conocimiento publico de que pueden contar con el método de
cultivo in vitro para propagar sus plantas, es necesario invertir en publicidad ya sea a

través de internet, o cualquier otro medio audiovisual o escrito.

El rol entre Empresa y Universidad debe ser continuo, mediante la realizacion de
actividades en conjunto, como investigaciones cientificas o desarrollando congresos,

foros, cursos y asesorias. Estas actividades les permitirian a las Empresas recibir
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estudiantes para realizar practicas profesionales, que serian de beneficio reciproco,

porque los estudiantes podrian ayudarles en las labores a la empresa y a la vez obtendrian
su titulo.
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ANEXOS



Fig. 16. Destilador de agua



Fig. 17. Sala de preparacion de medios
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Fig. 19. Nevera
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Fig. 20. Balanza analitica, Agitador magnético, pHmetro
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Fig. 21a y21b. Sala de crecimiento



136

Fig. 22 Camara de flujo
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Fig. 23 a'y 23b. Instrumentos y materiales necesarios en la camara
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Fig. 25. Invernadero



139

Fig. 26a y 26b. Oficina de BioTech de Panama

“
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Fig. 27. Medidas de asepsia
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Fig. 28. Capsulas de orquideas
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Fig. 29. Material contaminado

N

. Identificacion de contaminados
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Fig. 32. Esterilizacion
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Fig. 33 a y 33b. Manipulacién de las capsulas
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Fig. 34 a y 34b. Manipulacion de las plantulas
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Fig. 35. Inventario de material vegetativo en existencia

en el laboratorio
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Esta practica fue preparada bajo la direccion del consejo principal del comité de
profesores por parte de la Universidad Auténoma de Chiriqui y personal capacitado por
parte de la empresa Biotech de Panama, quienes asesoraron a €l candidato en la
elaboracion de su practica. La misma ha sido aprobada por las autoridades de la

Facultad de Ciencias Naturales y Exactas de la UNACHL
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