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OBJETIVOS  GENERALES

1- Preparación de medios de cultivo

2- Trabajo en cabina de flujo laminar

3- Correcta manipulación de los cultivos y desarrollo de diversas técnicas biotecnológicas

4- Observación de  la evolución de los cultivos

5- Toma de datos. Interpretación de los resultados

LA ASISTENCIA A PRÁCTICAS ES OBLIGATORIA PARA APROBAR LA ASIGNATURA (Nº máximo de faltas: dos). La presentación de un cuaderno individual de prácticas no es obligatoria pero se valorará en la calificación final.
IMPORTANTE: Preste especial atención y cuidado al manejo de los bisturís porque están muy afilados y pueden causar accidentes en el usuario o en las personas con las que trabaja. Está prohibido desplazarse por el laboratorio con un bisturí en la mano (se llevará el mango por un lado y la hoja debidamente protegida por otro). Siga siempre las indicaciones del profesor.

Normas previas para las prácticas de Biotecnología:
· Formar grupos de 2 personas

· Cada grupo trabaja siempre en la misma bancada, que debe quedar limpia y ordenada al finalizar cada sesión

· Todo el material de vidrio utilizado debe ser lavado con agua y jabón (estropajo o escobilla) y posteriormente enjuagado con agua desionizada. Se dejará secar en los escurridores antes de guardarlo en el armario. Las pipetas se lavan y se dejan en los pipeteros.

· Para pesar usar espátulas que deben limpiarse inmediatamente después de su uso. Los botes que contienen los compuestos químicos deben quedar siempre cerrados después de pesar.

· Conviene incluir el presente guión en el cuaderno de prácticas. No hay que repetir en el cuaderno lo que se dice en el guión.

· Los resultados de las prácticas se presentarán tabulados, calculando las medias correspondientes y el error estándar (media ( error estándar) o en gráficas.
CRONOGRAMA DE LAS PRÁCTICAS

Cada alumno debe leer previamente el guión de la práctica correspondiente a cada sesión. Para ello se adjunta el cronograma en el que se indica la fecha en la que comienza cada práctica (la mayoría de las prácticas se desarrollan a lo largo de varias sesiones).

Fecha

Práctica

20 febrero
1. Preparación y esterilización de un medio de cultivo

27 febrero
3. Fase de iniciación del cultivo: desinfección de semillas de melón

5 marzo
2. Micropropagación de patata

12 marzo
4. Micropropagación de violeta africana por organogénesis

2 abril
5. Micropropagación en condiciones de fotoautotrofía. 9. Inducción de la tuberización in vitro de patata.

23 abril
6. Embriogénesis somática en callo de maíz. 7. Callogénesis y organogénesis adventicia en tabaco

14 mayo
8. Cultivo de suspensiones celulares

21 mayo
10. Expresión del gen informador uidA (GUS) en plantas transgénicas de patata

PRÁCTICA 1

PREPARACIÓN Y ESTERILIZACIÓN DE UN MEDIO DE CULTIVO

INTRODUCCION

Una planta es un ser autótrofo que, como tal, solamente necesita disponer, para completar su ciclo vital, de sustancias inorgánicas y energía (energía solar, agua, CO2, O2, elementos minerales). Las necesidades concretas de partes específicas de la planta son suministradas por un delicado sistema de biosíntesis y transporte a través de la planta. 

Evolutivamente las plantas han desarrollado órganos especializados para realizar funciones concretas. Así, las hojas están especializadas en el intercambio gaseoso y las raíces en la absorción de los elementos minerales. En un cultivo in vitro pretendemos que una parte concreta de la planta (explanto) crezca y/o se desarrolle. No es sorprendente entonces que haya que suministrar al explanto elementos nutricionales adicionales. El conjunto de todos estos elementos constituye el medio de cultivo. Además de suministrar al cultivo los elementos nutricionales adecuados tendremos que colocar los cultivos en condiciones ambientales favorables.

OBJETIVO

Preparación de 500 ml de medio de cultivo P2 para micropropagación de patata (con 2% de sacarosa). Este medio está basado en la formulación mineral de Murashige y Skoog (MS, 1962).

A. SOLUCIONES "STOCK" DE SALES MINERALES

La formulación de las sales minerales que se va a emplear es la de Murashige y Skoog (MS, 1962), pensada inicialmente para el cultivo de callos de tabaco. Debido al elevado número de compuestos que incluye y a que algunos de ellos se emplean a muy baja concentración, resulta más práctico preparar soluciones madre o "stocks" concentrados. Esto hace más rápida la futura preparación de medios y minimiza los errores (debidos a las numerosas pesadas de cantidades muy pequeñas).

Los soluciones "stock" a preparar son las siguientes:

1. MACRONUTRIENTES (las cantidades corresponden a un volumen total de medio de cultivo de 10 L):


- NITRATOS: 
16'5 g de NH4NO3
                               

19 g de KNO3
Disolver por separado. Una vez disueltas juntar las soluciones y enrasar a 500 ml.


- CLORUROS: 
3´3 g de Cl2Ca. Disolver y enrasar a 500 ml.


- SULFATOS: 
1´9 g de MgSO4. Disolver y enrasar a 500 ml.


- FOSFATOS: 
1´7 g de  KH2PO4. Disolver y enrasar a 500 ml.


- EDTA-Fe:

 0´28 g de FeSO4.7H20

                       


 0´37 g de Na2EDTA.2H20

          Juntar ambos compuestos y disolver calentado. Enrasar a 500 ml.

Estas soluciones están 20 veces concentradas (20 X). Para preparar 1 L de medio tomar 50 ml de cada uno de los  "stocks".

Conservar los "stocks" a 4 (C.

2. MICRONUTRIENTES.MS (las cantidades corresponden a un volumen total de medio de cultivo de 100 L):



                 Concentración (mg/L)                Stock 100x (g)

MnSO4.H2O


16´9



1´69

ZnSO4.7H2O


8´6



0´86

CuSO4.5H2O


0´025



0´0025

IK



0´83



0´083

CoCl2.6H20


0´025



0´0025

H3BO3



6´2



0´62

Na2MoO4.2H20

0´25



0´025

Disolver cada uno por separado. Juntar todas las soluciones y enrasar a 1000 ml.

Para preparar 1 L de medio tomar 10 ml del stock. Conservación del  stock a 4 (C.

B. SOLUCION "STOCK" DE COMPUESTOS ORGANICOS 

Se van a emplear los compuestos orgánicos de la formulación MS (1962):


                            

 mg/L                    Stock 100x (mg)

Glicina                    

   2                                  200


Acido nicotínico  (vit. B3)   
 0´5                                 50 


Piridoxina.HCl (vit. B6)      
 0´5                                 50


Tiamina.HCl (vit. B1)     
 0´1                                 10

Estas vitaminas son coenzimas de diferentes reacciones respiratorias. La tiamina interviene en el metabolismo de carbohidratos y en la biosíntesis de aminoácidos.

Disolver las cuatro cantidades pesadas por separado y enrasar a 1000 ml.

Para preparar 1 L de medio se requieren 10 ml del “stock”.

Conservar el “stock” en alícuotas de 10 ml a -20 (C.

C. PREPARACION DE UN MEDIO DE CULTIVO A PARTIR DE SOLUCIONES "STOCK"

Tomamos como ejemplo la preparación de 500 ml del medio de micropropagación P2 (página 8).


Sales minerales


25 ml del stock de NITRATOS


25 ml del stock de CLORUROS


25 ml del stock de SULFATOS


25 ml del stock de FOSFATOS


25 ml del stock de EDTA-Fe


5 ml del stock de MICRONUTRIENTES


5 ml del stock de compuestos orgánicos (vitaminas)


10 g de sacarosa


50 mg de myo-inositol  (disolver en agua por separado)

El inositol es un azúcar-alcohol relacionado con la síntesis de fosfolípidos, pectina de la pared celular y organización de membranas. 

Tras añadir todos los componentes en un matraz erlenmeyer enrasar a 500 ml con una probeta.

Medir el pH y ajustarlo a 5´7-5´8 con HCl 0´1N ó NaOH 0´1N.

Añadir 1 g de gelrite 
(= phytagel) (gelificante, concentración 0´2% p/v).


Tapar el matraz con papel de aluminio y fundir el agar en autoclave (121°C, 1 atm, 
5 min). También se puede fundir el agar en el microondas.

Dispensar el medio en tubos de 150x25 mm a razón de 25 ml/tubo. Cubrir con 
tapones de plástico.

Esterilizar en autoclave (121°C, 1 atm, 15 min).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se quiere estudiar el efecto del nitrógeno en el cultivo de segmentos uninodales de patata. La formulación mineral empleada es la de Murashige y Skoog. ¿Cómo diseñaría usted el experimento?
CALCULOS BASICOS PARA PREPARAR MEDIOS DE CULTIVO

1. Calcule el volumen (expresado en mililitros) que debe tomarse de una solución madre de ácido indolacético (AIA) a una concentración de 1 mg/mL para preparar 2 L de medio de cultivo que incluya AIA a una concentración de 0´1 mg/L?  0´2 mL

2. ¿Qué volumen (expresado en mililitros) debe tomarse de una solución 50 veces concentrada de compuestos orgánicos para preparar 5 litros de medio de cultivo? 100 mL
3. La receta de un medio de cultivo incluye como agente gelificante gelrite a una concentración del 0,2% (p/v). ¿Cuánto gelrite se debe añadir para preparar 6 litros de medio de cultivo? 12 g

4. Un medio de cultivo incluye la auxina sintética thidiazuron a una concentración 1 (M. ¿Qué cantidad (expresada en miligramos) de thidiazuron debe tomarse para preparar 10 litros de medio de cultivo? (Peso molecular del thidiazuron: 220).  2,2 mg
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PRÁCTICA 2

MICROPROPAGACIÓN DE PATATA: INICIACIÓN, MULTIPLICACIÓN Y TRASPLANTE

Se pueden establecer de forma general 4 fases en la micropropagación: iniciación o establecimiento del cultivo, multiplicación, enraizamiento y trasplante a suelo. Dependiendo del material vegetal con el que se trabaje puede haber más fases (ej. elongación).

A. ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO

El objetivo de esta fase es obtener material vegetal in vitro en ausencia de agentes contaminantes. Es de especial importancia cuando la carga contaminante del material de partida puede ser grande (ej. órganos subterráneos como raíces o tubérculos, material leñoso, material de campo, etc.). A pesar de los diferentes sistemas empleados para eliminar los contaminantes es común que en esta fase haya un porcentaje más o menos elevado de cultivos contaminados. Estos cultivos contaminados se desechan y sólo los cultivos sanos pasan a la siguiente fase, la multiplicación.

Preparación de los tubérculos. Se colocan tubérculos de patata en oscuridad y a una temperatura de 20 ºC durante 7-10 días. Durante este tiempo las yemas de los tubérculos se hincharán y comenzará la brotación. Los tubérculos se lavan con agua para eliminar los restos de tierra y se desinfectan con una solución al 1% de NaClO (v/v) y detergente Tween-20 al 0´1% (v/v) durante 5 min. A continuación se lavan 3 veces con abundante agua del grifo para eliminar los restos de lejía. Con ayuda de un sacabocados se extraen cilindros de patata (aprox. 3 cm de longitud y 2 cm de diámetro) que contengan una única yema. Los cilindros se colocan esparcidos sobre una bandeja con papel de filtro. La bandeja se mantiene en oscuridad y a 20 ºC durante 12 h para que se forme el peridermo sobre las zonas de corte. Posteriormente se pulverizan con un antifúngico de contacto (0´3 % de Cuprosan 211 Super D-Rhone Poulenc). Es conveniente dejar los cilindros en contacto con el antifúngico durante una hora para que su efecto sea eficaz. Mientras se preparan las bandejas de plástico, cubiertas en el fondo con papel de filtro. Se pone una base de sustrato en el fondo (vermiculita) y, encima, los cilindros colocados verticalmente. Los cilindros no deben tocarse entre ellos para evitar problemas de podredumbre. Cuando la bandeja está llena se cubre totalmente con sustrato y se riegan las bandejas con agua. No conviene que las bandejas estén excesivamente húmedas para evitar contaminaciones fúngicas. Las bandejas se colocan en una cámara en oscuridad a 20 ºC y se riegan semanalmente por pulverización con 27´7 M de Ca(NO3)2.4H2O. El aporte de calcio evita la necrosis apical de los brotes que se desarrollan a partir de las yemas preexistentes. Transcurridas 4-6 semanas en estas condiciones, los brotes habrán alcanzado una longitud de 10-15 cm con 3-6 yemas cada uno y se utilizarán como material de partida para la iniciación del cultivo.

Desinfección de los segmentos uninodales. Cada brote se corta en secciones de 2-3 cm de longitud que incluya una única yema. Se excluyen las yemas apicales y basales de cada brote. También se excluyen los brotes con necrosis apical o los que presentan brotación lateral.  La identificación posterior de la correcta polaridad de los segmentos uninodales se facilita mediante un corte asimétrico, de modo que quede bajo la yema la parte más larga. Un grupo de 15-20 secciones se envuelve en una gasa y se mete el paquete en un tubo de ensayo donde se va a realizar la desinfección. Se añade al tubo etanol al 70% (v/v) y se deja durante 45 s. Se vacían los tubos y se rellenan con una solución de NaClO y Tween-20 idéntica a la usada anteriormente. Se mantiene durante 5 min. La agitación favorece que desaparezcan las burbujas y que toda la superficie de los explantos entre en contacto con el agente desinfectante. A partir de este momento se trabaja en condiciones estériles en cabina de flujo laminar. Se vacían los tubos y se realizan 3 lavados con agua estéril, el primero de 1 min de duración, los otros de 5 min. Se agitan los tubos periódicamente para favorecer el arrastre del agente desinfectante.

Cultivo de los explantos. Se saca el paquete sobre una placa de petri, se abre y a cada explanto se le corta 1 mm de las zonas apical y basal que habrán resultado dañadas en la desinfección. Estos son los explantos iniciales. Se cultiva un explanto/tubo en posición vertical y en el mismo sentido en que estaba orientado en el brote, debiendo quedar la yema por encima del medio de cultivo. El medio de cultivo es P2 (página 10). Los cultivos se mantienen en cámaras de cultivo a 20 ºC, fotoperiodo de 16 h y flujo fotónico de 70 (mol.m-2.s-1. Tipo de lámpara: tubo fluorescente "cool white" Philips TLD/84.

Al estar las yemas cultivadas de forma independiente no se dan fenómenos de dominancia apical con lo que todas ellas se desarrollan y, tras 2-3 semanas, se obtienen brotes in vitro  de unos 3 cm de longitud con varias yemas axilares cada uno.

B. MULTIPLICACION

Se parte de los brotes obtenidos en la fase anterior. El procedimiento a seguir es el mismo: aislar segmentos uninodales, eliminación de la hoja desarrollada en el nudo y subcultivo en un medio de la misma composición, P2.

Este paso puede repetirse cada 3-4 semanas, dependiendo de la velocidad de crecimiento del material. Teniendo una media de 3 nuevas yemas axilares por cada brote, en cada subcultivo se multiplica por 3 el número de explantos en cultivo.

Cada persona debe cultivar 5 tubos con 1 segmento uninodal/tubo.

C. ENRAIZAMIENTO

Muchas especies requieren un medio específico con auxinas (ANA, AIB) para inducir el enraizamiento.

En patata basta dejar el brote desarrollado en el medio P2 para que enraíce espontáneamente.

De los 5 tubos cultivados, cada persona dejará uno en estas condiciones.

D. TRASPLANTE A SUELO

Las plantas completas y que se encuentran en buenas condiciones (suficiente superficie foliar, buen desarrollo radicular, buena conexión entre la parte aérea y las raíces) se trasplantan a un sustrato (compuesto por turba, arena, perlita, etc.) en condiciones iniciales de alta humedad relativa y baja intensidad luminosa. Esta es una fase crítica que requiere, en muchas ocasiones, tratamientos fungicidas preventivos (no en patata). Paulatinamente se va disminuyendo la humedad relativa ambiental e incrementando la intensidad luminosa hasta llegar a una aclimatación total a las condiciones normales de invernadero.

RESULTADOS: PARAMETROS A MEDIR

Fase de establecimiento del cultivo

· Porcentaje de cilindros que han desarrollado brotes. Longitud media de los brotes y número medio de yemas por brote. ¿Se han observado problemas de contaminación y/o necrosis apical?

· Porcentaje de cultivos contaminados tras 3 semanas de cultivo. Tipo de contaminación. ¿Está su origen en el explanto?

· Longitud media de los brotes desarrollados in vitro y número medio de yemas por brote.

Fase de multiplicación

· longitud total de los brotes (mm) obtenidos.

· número de yemas (apicales y axilares) obtenidas en cada explanto (sólo deben considerarse las yemas válidas para ser utilizadas en la fase de multiplicación).

· longitud de los entrenudos (mm).

· número de cultivos con raíces.

Fase de trasplante

· porcentaje de plantas que han sobrevivido al trasplante

· longitud total del brote principal

· número de yemas axilares en cada planta

En general, y para todas las prácticas, los datos se tomarán con un mínimo de 20 repeticiones (ej. la longitud total de los brotes se medirá en 20 brotes), empleando, si es necesario, cultivos realizados por otras personas. Los resultados se presentarán tabulados. En los datos cuantitativos se presentará  sólo la media y el error estándar.
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MEDIOS DE CULTIVO-PATATA






MICROPROPAGACION
TUBERIZACION

Nombre del medio



P2


P6-K

P6-A

Macro y micronutrientes


MS


MS

MS

Vitaminas




MS


MS

MS

Myo-inositol (mg/L)



100


100

100

Sacarosa (g/L)




20


60

60

Quinetina (mg/L)



-


2,5

-

Ancymidol (mg/L)



-


-

5,0

Gelrite (g/L)




2


-

-

Agar (g/L)




-


8

8

Esquema del cultivo in vitro de material de patata desde la preparación de los tubérculos madre hasta el trasplante o microtuberización
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PRÁCTICA 3

FASE DE INICIACIÓN DEL CULTIVO

DESINFECCION DE SEMILLAS DE MELÓN

La primera operación que hay que realizar en cualquier experimento en el que se emplee la técnica de cultivo in vitro  es la desinfección del material vegetal.

Material vegetal: semillas de melón var. piel de sapo. Semillas de limón.

Se agrupan las semillas en grupos de 15-20 y se envuelven en una gasa, formando un pequeño paquete. Este paquete se mete en un tubo de ensayo al que se añade etanol al 70%, se agita y se mantiene durante 1 min. Después se elimina el etanol y se añade una solución de NaClO al 1%, se agita y se mantiene durante 5 min. (la solución de NaClO contiene 2 gotas del detergente Tween 20 por cada 100 ml de solución, que actúa como mojante). A partir de este momento hay que trabajar dentro de la cabina de flujo laminar. Se elimina la lejía y se realizan 3 lavados sucesivos con agua estéril, de 5 minutos de duración cada uno. Se saca el paquete del tubo y se coloca sobre una placa Petri estéril. Se deshace el paquete y se cultivan las semillas (5 semillas/placa) en el medio de germinación. Se sellan las placas con parafilm, se rotulan y se colocan en la cámara de cultivo (25 (C, fotoperiodo de 16 h, 70 (mol.m-2s-1).

Para comprobar el poder desinfectante del etanol y del NaClO realizaremos 5 tratamientos desinfectantes diferentes:

1. Tratamiento con etanol seguido del NaClO (5 min) y 3 lavados con agua estéril.

2. Tratamiento con NaClO (5 min) y 3 lavados con agua estéril (sin etanol).

3. Tratamiento con NaClO (10 min) y 3 lavados con agua estéril (sin etanol).

4. Tratamiento con NaClO (20 min) y 3 lavados con agua estéril (sin etanol).

5. Lavados con agua estéril (sin etanol ni NaClO).

6. Control positivo de contaminación: semillas sin tratamiento y cultivadas fuera de la cabina de flujo laminar.

Medio de germinación: sales minerales y vitaminas MS y 2 g/L de gelrite. Medio dispensado en placas Petri 90 mm diámetro a razón de 20 ml medio/placa. Usar 5 placas/tratamiento.

Cultivar las placas a 25ºC, fotoperiodo de 16 h y flujo fotónico de 70 (mol.m-2s-1.

Control de germinación: semillas húmedas en placas con papel de filtro.
RESULTADOS. PARAMETROS A MEDIR

Porcentaje de germinación y porcentaje de contaminación en cada uno de los sistemas ensayados. Tipo de contaminación.

Discusión de los resultados: ¿qué tratamiento es más efectivo?
PRÁCTICA 4

MICROPROPAGACIÓN DE VIOLETA AFRICANA
INTRODUCCION

Las técnicas de micropropagación son muy utilizadas en especies ornamentales. Este es el caso de la violeta africana  (Saintpaulia ionantha), una especie perenne de la familia de las Gesneriáceas. Es una planta ornamental de interior cultivada por sus hojas aterciopeladas y flores, de la cual existen más de una centena de cultivares. Originaria de Tanzania, actualmente  está difundida por todo el mundo. Siendo una planta de fácil cuidado, las únicas precauciones que requiere son: protección de la luz directa del sol, evitar cambios bruscos de temperatura (rango ideal entre 12 y 25 ˚C), riego por debajo de la maceta para evitar la proliferación de hongos.

La violeta africana se puede propagar in vitro a partir de explantos de la lámina foliar, peciolo y órganos florales. Como el explanto inicial carece de meristemos apicales o axilares, la formación de nuevas yemas se da por un proceso de organogénesis.

OBJETIVOS

1. Observación de los diferentes estados de desarrollo y formación de brotes y raíces a partir de secciones de hoja de violeta africana.

2. Demostración del potencial morfogenético del tejido de hoja de esta especie vegetal.

3. Obtener plantas completas micropropagadas por organogénesis adventicia.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal
Se parte de plantas sanas de violeta africana con abundante follaje verde oscuro. Los explantos se obtienen de hojas jóvenes (3x2 cm aproximadamente).

Desinfección
Las hojas enteras incluyendo el peciolo se sumergen en una solución de etanol al 70% durante 30 s. Es importante que las hojas estén totalmente inmersas en la solución desinfectante.

Con unas pinzas se pasan las hojas a un vaso  con una solución de Na ClO al 1% (con 2 gotas de Tween 20/100 ml de solución). Se mantienen en agitación durante 10 min.

A partir de este momento se debe trabajar en condiciones de esterilidad en cabina de flujo laminar. Con pinzas estériles se transfieren las hojas a un vaso con agua estéril. Tras este primer lavado de 1 min se hacen dos nuevos lavados de 5 min.

Cultivo en el medio de organogénesis
Se prepararán explantos de hoja y peciolo. Con pinzas y bisturí se separa el peciolo y se elimina todo el borde de la hoja. El peciolo se corta en secciones de 2 mm de grosor. La hoja se divide longitudinalmente en 2 por el nervio central. Las dos porciones resultantes se dividen en fragmentos de aproximadamente 1 cm2, teniendo en cuenta que todas ellas deben incluir una parte del nervio central. Los explantos de peciolo se cultivan con la zona de corte en contacto con el medio. Los explantos de hoja con la zona del nervio central dentro del medio de cultivo. Se cultiva 5 explantos/caja Magenta.

Se cultivan durante 3 semanas en las siguientes condiciones: 25 ˚C de temperatura, fotoperiodo de día largo (16 h) y flujo fotónico de 70 mol.m-2.s-1.

Enraizamiento

Se utiliza un medio con las sales minerales a mitad de concentración y sin reguladores de crecimiento. Realizar todo el proceso en condiciones estériles. Tras cuatro/cinco semanas en el medio de organogénesis se habrán desarrollado masas de yemas que, con ayuda de pinzas y bisturí, deben separarse del explanto original y dividir en porciones que incluyan una única o pocas yemas. Estos nuevos explantos se cultivan en el medio de enraizamiento en cajas Magenta a razón de 4 explantos/caja  (se dispensan 50 ml de medio/caja). Cada persona cultiva una caja.

El material se mantiene en la cámara de cultivo con las mismas condiciones ambientales que en la fase de organogénesis, durante 4 semanas.







MEDIOS DE CULTIVO-VIOLETA






ORGANOGENESIS

ENRAIZAMIENTO
Macro y micronutrientes



MS



MS/2



Vitaminas




MS



MS/2



Tiamina HCl (mg/L)



0,4



0,4

NaH2PO4.H20 (mg/L)



170



170



Sacarosa (g/L)




30



30



Quinetina (mg/L)




2



-



AIA (mg/L)




2



-



Agar (g/L)




8



8



Trasplante y aclimatación
Sacar cuidadosamente las plántulas enraizadas con pinzas. Limpiar las raíces de los restos de medio de cultivo y trasplantar a jiffys con sustrato de tierra vegetal:perlita (2:1) previamente humedecido. Colocar los jiffys en mini-invernaderos de plástico. Tras 1 semana retirar la tapa y añadir abono líquido.

RESULTADOS. PARAMETROS A MEDIR

1. Porcentaje de cultivos contaminados.

2. Descripción del proceso de organogénesis

3. Porcentaje de explantos que han desarrollado yemas. ¿Existen diferencias en la capacidad organogénica de limbo foliar y peciolo? 

4. Descripción del proceso de enraizamiento. Porcentaje de enraizamiento

5. Descripción de la fase de trasplante. Porcentaje de plantas que sobreviven en el trasplante
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PRÁCTICA 5

MICROPROPAGACIÓN EN CONDICIONES DE FOTOAUTOTROFÍA FRENTE A LAS CONDICIONES ESTÁNDAR DE MIXOTROFÍA

INTRODUCCION

La autotrofía es un tipo de nutrición en la que los seres vivos crecen sin ningún aporte exógeno de compuestos orgánicos. La micropropagación en condiciones de fotoautotrofía se refiere, generalmente, a la micropropagación en un medio de cultivo carente de sacarosa (u otra fuente de carbono alternativa). Un recipiente de cultivo in vitro es un sistema de crecimiento de pequeñas plantas en condiciones asépticas. Este recipiente es, normalmente, de vidrio o de plástico transparente que permita la transmisión de la luz al interior del mismo. La diferencia entre un recipiente de cultivo in vitro y un invernadero como métodos de producción de plantas es que los invernaderos están equipados con sistemas de control ambiental (temperatura, irradiación, humedad relativa, etc.) pero los recipientes de cultivo in vitro no lo están. El control de diferentes parámetros ambientales contribuye a mejorar el crecimiento y la calidad de las plantas en el invernadero. ¿Podría el control ambiental in vitro tener efectos similares en el crecimiento de las plántulas? En la naturaleza, las plantas fijan el CO2 atmosférico en presencia de luz, ¿podrían hacer lo mismo en condiciones de cultivo in vitro? Esta práctica pretende dar respuesta a estos y otros interrogantes.

El concepto de micropropagación fotoautotrófica se derivó de investigaciones realizadas a partir de 1987 que revelaron que los explantos verdes (con clorofila) cultivados in vitro tienen una capacidad fotosintética relativamente alta. Estos explantos pueden ser ápices o segmentos nodales con hojas, embriones somáticos en fase cotiledonar o plántulas. Algunos de los aspectos diferenciales de este tipo de cultivo in vitro son: aumento de la ventilación del recipiente (mediante filtros o ventilación forzada), aporte exógeno de CO2, altos niveles de flujo fotónico, empleo de grandes recipientes de cultivo y sustitución de los medios de cultivo gelificados por otro tipo de soportes (vermiculita, tacos de celulosa, mezcla vemiculita/celulosa). Las principales ventajas en el aspecto biológico son: promoción del crecimiento y fotosíntesis, alta tasa de supervivencia en el trasplante, eliminación de los desórdenes morfológicos o fisiológicos y escasas pérdidas de material por contaminación.

MATERIAL Y MÉTODOS

Material vegetal: Solanum tuberosum var. Desirée. Se utilizará como material de partida brotes mantenidos in vitro por cultivo de segmentos uninodales en condiciones de mixotrofía. A partir de estos brotes se aislarán segmentos nodales con una hoja verde cada uno. Es importante que el material sea lo más homogéneo posible, por lo que se elegirán nudos con hojas en buen estado y del mayor tamaño posible. Se desecharán los ápices. 

Medio de cultivo: sales minerales y vitaminas MS, 3% sacarosa, 100 mg/L inositol y 0.8% agar. Otro medio de cultivo tendrá la misma composición que éste con la excepción de que no llevará sacarosa. Los medios se dispensan en recipientes de cristal a razón de 30 ml/recipiente. Los cultivos se incuban a 20ºC y fotoperiodo de 16 h de luz. En cada recipiente se cultivarán 4 explantos.

Para permitir una mejor ventilación de los recipientes se utilizarán tapas que llevan un disco de filtro poroso (diámetro del poro 0.3 micras). En los controles sin ventilación se sellarán las tapas con Parafilm.

Se analizarán 3 parámetros en los diferentes tratamientos: medio de cultivo (ausencia/presencia de sacarosa), tapa con filtro (ausencia, presencia) y flujo fotónico (bajo o alto). Todos los tratamientos se detallan en la tabla adjunta. En cada tratamiento se utilizarán 10 recipientes de cultivo.

Tras 3 semanas de cultivo se trasplantarán a jiffy todas las plantas que hayan enraizado manteniendo identificados los tratamientos. Los miniinvernaderos se colocarán en el banco de luces sin tapa.

RESULTADOS. PARÁMETROS A MEDIR

Transcurridas 3 semanas de cultivo se tomarán los siguientes datos:

1. Longitud total del brote (desde el entronque con el explanto original hasta la punta del ápice)

2. Longitud de la raíz más larga

3. Nº de nudos (sin contar el ápice)

4. Longitud de la hoja más grande

5. Peso fresco (juntando todos los brotes de cada tratamiento)

6. Peso seco (juntando todos los brotes de cada tratamiento)

7. Anomalías o diferencias visuales observadas entre tratamientos

Explicar las diferencias observadas entre los tratamientos.

Transcurridas 2 semanas del trasplante se determinará para cada tratamiento: el porcentaje de plantas vivas, longitud total del brote, longitud de la hoja más grande, peso seco (juntando todas las plantas de cada tratamiento).

	MEDIO DE CULTIVO
	TAPA CON FILTRO
	FLUJO FOTÓNICO

(mol.m-2.s-1)

	MS +sacarosa
	no
	70

	MS +sacarosa
	si
	70

	MS
	no
	70

	MS
	si
	70

	MS
	si
	120


BIBLIOGRAFIA

Fujiwara K., Kira S. and Kozai T. (1995). Contribution of photosynthesis to dry weight increase of in vitro potato cultures under different CO2 concentrations. Acta Hort. 393, 51-57.

Kozai T., Afreen F. and Zobayed S.M.A. (eds). Photoautotrophic (sugar-free medium) micropropagation as a new micropropagation and transplant production system. Springer, Dordrecht (Holanda). (2005). ISBN: 1-4020-3125-4.

Zobayed S.M.A., Afreen-Zobayed F., Kubota C. and Kozai T. (1999). Stomatal characteristics and leaf anatomy of potato plantlets cultured in vitro under photoautotrophic  and photomixotrophic conditions. In Vitro Cell. Dev. – Plant 35, 183-188.

PRÁCTICA 6

EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA A PARTIR DE CALLO DE MAÍZ

INTRODUCCION

Un embrión es la estructura más temprana en fase multicelular de un individuo que aparece antes de que éste desarrolle todas las estructuras y órganos característicos de la especie a la que pertenece. En las plantas estamos familiarizados con los embriones que se forman dentro de las semillas; estos embriones son producto de la reproducción sexual en la que se fusionan dos gametos para formar el cigoto, que por divisiones sucesivas forman un embrión cigótico o sexual. Sin embargo, las plantas pueden desarrollar embriones no cigóticos, morfológica y funcionalmente correctos, a partir de diferentes tipos de tejidos y células vegetativas, tanto de la fase gametofítica como esporofítica.

A finales de los años 1950 se obtuvieron los primeros embriones asexuales o sómaticos en un cultivo de raíces de zanahoria. Posteriormente se obtuvieron en muchas otras especies, tanto angiospermas como gimnospermas, lo que hace pensar que la embriogénesis somática es una capacidad universal dentro de las plantas superiores.

En general la embriogénesis somática se induce más fácilmente sobre explantos juveniles que adultos. Es común utilizar embriones cigóticos inmaduros, cotiledones o hipocotilos como explantos iniciales. 

MATERIAL Y MÉTODOS

Material vegetal: callo embriogénico de la línea pura de maíz A188 obtenido a partir del cultivo de embriones inmaduros (1-2 mm longitud) en medio de callogénesis (sales minerales y vitaminas N6, 2,8 g/l prolina, 100 mg/l casaminoácidos, 1 mg/l 2,4-D, 10 M nitrato de plata, 2 g/l gelrite, pH 5,7). El callo se mantiene en oscuridad a 28ºC.

Porciones de unos 5 mm del callo embriogénico se cultivan en el medio REGEN I. Las placas se sellan con esparadrapo poroso. Tras 3 semanas en oscuridad y 28ºC se diferenciarán estructuras blanquecinas en la superficie del callo que corresponden a los embriones madurados.

Se subcultiva todo el material en medio REGEN II. Se mantienen las placas en fotoperiodo de día largo donde germinarán los embriones en 2-3 semanas.

Las plántulas desarrolladas se individualizan con cuidado y se cultivan separadamente para que enraícen y adquieran vigor en el medio ENRAIZAMIENTO, dispensado en cajas Magenta. Las plantas bien desarrolladas pueden trasplantarse, de modo similar a lo realizado con las plantas de patata.




MEDIOS DE CULTIVO

Nombre del medio


REGEN I
REGEN II
ENRAIZAMIENTO
Macro y micronutrientes

MS

MS

MS/2

Vitaminas



MS

MS

MS/2

Myo-inositol (mg/L)


100

100

-

Sacarosa (g/L)



30

60

20

Gelrite (g/L)



3

3

2.5

RESULTADOS. PARÁMETROS A MEDIR

Describir el proceso de embriogénesis somática observado en la práctica. Utilizar la lupa binocular para seguir el desarrollo de los embriones y el lugar en que aparecen.
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PRÁCTICA 7

CALLOGÉNESIS Y ORGANOGÉNESIS ADVENTICIA EN TABACO

CALLOGÉNESIS

Se utiliza como material vegetal segmentos internodales de tallo de tabaco. Se desinfectan con etanol al 70% y NaClO al 1% siguiendo el procedimiento empleado en la práctica número 3. Con ayuda de pinzas y bisturí se obtienen fragmentos de la médula del tallo de, aproximadamente, 2x2x2 mm. Se cultivan en el medio de callogénesis en placas Petri y se incuban a 25ºC en oscuridad.

Medio de callogénesis: sales minerales  y vitaminas MS, 3% sacarosa, 100 mg/L inositol, 10’7  (M (2 mg/L) ANA, 1’16  (M (0’25 mg/L) KIN y 2 g/L gelrite.

Tras 3 semanas seleccionar las zonas que más callo han producido y subcultivarlas en el mismo medio. Repitiendo este subcultivo cada 3 semanas puede mantenerse el callo de forma rutinaria e indefinida.

ORGANOGÉNESIS

Este es un experimento clásico basado en los trabajos de Skoog y Miller (1957), donde se observa la influencia del balance hormonal AUX/CK en la morfogénesis de callo de médula de tabaco. El control del crecimiento y diferenciación en las plantas depende de la interrelación de diferentes hormonas. No hay hormonas concretas y específicas requeridas para la iniciación de raíces, tallos u hojas.

Fragmentos de 5x5 mm de callo de tabaco se cultivan en un medio con las sales minerales y vitaminas MS, 3% (p/v) sacarosa, 100 mg/L inositol, 0’2% (p/v) gelrite y una de las siguientes combinaciones hormonales de AIA  +  KIN:

	Trat.       AIA    mg/L                (M
	KIN*   mg/L              (M             Relación AIA/KIN

	  1                    0’5                   2’85
	               0                    0

	  2                    0’5                   2’85
	               0’2                0’92

	  3                    0’5                   2’85
	               0´5                 2’32

	  4                    0’5                   2’85
	               1                    4’65

	..5                    0’5                   2’85
	               5                    23’2


*La quinetina no es una hormona vegetal en sentido estricto porque no se encuentra en las plantas. Debe considerarse como un regulador de crecimiento.

El callo que se subcultiva debe tomarse de las zonas de crecimiento activo, de la parte superficial o periférica del callo. No se deben cultivar partes de color pardo, que es un signo de necrosis.

El medio se dispensa en cajas Magenta a razón de 50 ml/caja. Los cultivos se incuban a 25ºC y fotoperiodo de 16 h de luz.

RESULTADOS. PARAMETROS A MEDIR

Presente los siguientes datos para cada uno de los 4 medios de cultivo empleados:

· porcentaje de callos con raíces

· porcentaje de callos con brotes

· porcentaje de callos con embriones somáticos

· valor medio del peso fresco de los  callos (para cada condición) al final del experimento

· describa el aspecto de los callos y discuta los resultados obtenidos
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PRÁCTICA 8

CULTIVO DE SUSPENSIONES CELULARES DE MAÍZ
INTRODUCCIÓN

El cultivo de suspensiones celulares de plantas es un sistema relativamente parecido al cultivo de microorganismos en fermentadores, salvando las distancias de las diferencias entre las células de microorganismos y las vegetales y los diferentes requerimientos de unas y otras.

Una suspensión celular se origina cuando las células vegetales son expuestas al medio líquido y, algunas de ellas, sufren un cambio en su metabolismo y tasa de crecimiento produciendo una “línea celular”. Esta línea celular puede perpetuarse en el tiempo con subcultivos periódicos en un medio de cultivo y en las condiciones ambientales adecuadas. Una suspensión celular generalmente se establece transfiriendo un fragmento de un callo indiferenciado a un medio líquido que se mantiene en agitación. Las células que se dividen van, gradualmente, separándose unas de otras debido a la agitación. Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que ninguna suspensión está compuesta en su totalidad por células individualizadas. Tras un breve periodo de tiempo el cultivo se compondrá de células aisladas, agregados celulares de varios tamaños, restos del inóculo inicial y células muertas.

En una suspensión celular todas las células están uniformemente expuestas al medio de cultivo y, por tanto, la tasa de crecimiento es mayor que en los cultivos de callo.

En un cultivo de una suspensión celular hay una fase estacionaria inicial en la que no hay ningún signo de crecimiento, una fase exponencial seguida de una fase lineal de incremento de células y, finalmente, una fase estacionaria en la que no hay más división debido al agotamiento de los nutrientes del medio de cultivo. Una suspensión celular ya establecida debe subcultivarse cada 10-15 días para evitar la muerte de un gran número de células.

Existe una densidad crítica de células por debajo de la cual el cultivo no crece. Por ejemplo en sicamoro (Acer pseudoplatanus) es de 104 células/mL.

La agitación del medio líquido es necesaria para la separación de las células y para la aireación del cultivo. Trabajando con matraces de 250 mL de capacidad el rango de velocidad comúnmente utilizado es de 100-120 rpm. El volumen de líquido del recipiente respecto al volumen total es importante para una adecuada ventilación y no debe pasar del 20%.

Las suspensiones celulares suelen utilizarse para micropropagación por embriogénesis somática a gran escala, para la producción comercial de metabolitos secundarios y para la obtención de protoplastos que, posteriormente, se utilizan en experimentos de fusión o de transformación.

En esta práctica va a realizarse un subcultivo de una suspensión celular de maíz y observar la viabilidad de las células.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se parte de un matraz de 250 ml con una suspensión celular (línea BMS) de 50 ml que se ha mantenido 7 días en cultivo. Medio de cultivo: sales minerales y vitaminas MS, 2% (p/v) sacarosa, 2 mg/L 2,4-D. Trabajando siempre en condiciones estériles se pasa la suspensión a un tubo tipo Falcon estéril de 50 ml. Se espera 30 min hasta que sedimenten las células y se pueda tomar el dato del volumen de células empaquetadas (PCV son sus siglas en inglés).

Con una pipeta estéril se retira medio de cultivo del Falcon hasta que quede la siguiente proporción: 1/3 PCV, 2/3 medio de cultivo (ej. 10 ml PCV, 20 mL de medio). Agitar y tomar 10 ml de esta suspensión (equivalente a 3,3 ml PCV) que se añade a un matraz que contiene 40 ml de medio de cultivo fresco. Los matraces se colocan en un agitador orbital a 120 rpm, 25 ºC y luz difusa.

La viabilidad celular se observa con la tinción de azul de Evans. Preparar el tampón de tinción mezclando 200 L de una solución acuosa 1% (p/v) con 1 mL del medio de cultivo. Añadir 0,25 mL de la suspensión celular y dejar durante 15 min. Observar al microscopio óptico. El colorante no puede entrar en las células con la membrana plasmática intacta (presumiblemente células vivas) mientras que las células con la membrana no funcional permiten el paso del colorante y se tiñen de azul, considerándose como células no viables.

RESULTADOS. PARÁMETROS A MEDIR

Transcurridos 7 días calcular el incremento en PCV obtenido.

Calcular la viabilidad de las células en los días 0 y 7 de cultivo.

¿Qué tipos celulares puede encontrar en la suspensión?

¿Qué le ocurriría a una suspensión celular que se mantuviera estática durante todo el periodo de cultivo?
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PRÁCTICA 9

INDUCCIÓN DE LA TUBERIZACIÓN IN VITRO  DE PATATA

INTRODUCCIÓN

La tuberización de la planta de patata en condiciones naturales se ve favorecida por fotoperiodos cortos y temperaturas nocturnas bajas. La tuberización en patata puede inducirse in vitro en un medio con elevada concentración de sacarosa (6% p/v) y en presencia de quinetina (11´6 (M). En esta práctica se ponen de manifiesto las diferentes respuestas morfogenéticas del material vegetal cuando se varían las condiciones de cultivo in vitro (condiciones ambientales o componentes del medio); para ello comparar los resultados obtenidos en esta práctica con la nº 2 de multiplicación de patata.

MATERIAL Y MÉTODOS

Cultivo en medio sólido. De los 4 tubos restantes que han desarrollado brotes en el medio de micropropagación se aíslan los segmentos nodales de forma similar a la de la fase de multiplicación pero dejando la hoja correspondiente al nudo que se va a cultivar. Se cultivan 5 tubos (2 yemas/tubo) en uno de los medios de tuberización (P6-K o P6-A, página 8).

Con los tubos cultivados por todas las personas se harán 6 grupos que se cultivarán en las siguientes condiciones fotoperiódicas:

1.- oscuridad total durante 8 semanas (medio P6-K).

2.- 2 semanas en día largo seguido de 6 semanas en oscuridad (medio P6-K).

3.- 2 semanas en día largo seguido de 6 semanas en día corto (medio P6-K).

4.- 2 semanas en día largo seguido de 6 semanas en oscuridad (medio P6-A).

5.- 2 semanas en día largo seguido de 6 semanas en día corto (medio P6-A).

6.- Día largo durante todo el periodo de cultivo (medio P6-K, control fotoperiódico negativo).

Tras 2-3 semanas comenzarán a desarrollarse microtúberculos sobre los brotes desarrollados.

El medio de tuberización P6-K contiene quinetina (inductor de la tuberización in vitro). El medio P6-A contiene el regulador de crecimiento ancymidol (inhibidor de giberelinas).

Cultivo en medio líquido. Se prepara un medio de cultivo P2 líquido (sin agente gelificante) y se dispensa a razón de 20 ml en matraces Erlenmeyer de 250 ml de capacidad, tapados con papel de aluminio. A los tallos producidos en el medio de micropropagación (Práctica nº 2) se les eliminan las raíces y la yema apical, quedando tallos de unos 4 cm de longitud y alrededor de 6 yemas axilares distribuídas a lo largo del tallo. En cada matraz se cultivan 3 de estos brotes. Los matraces se colocan en un agitador orbital a 60 rpm, temperatura de 20 ºC, fotoperiodo de 16 h y flujo fotónico de 70 mol.m-2.s-1. Bajo estas condiciones las yemas axilares crecen rápidamente y en 2 semanas los matraces estarán llenos de plántulas. 

En este momento se varía la composición del medio de cultivo para inducir la tuberización. Para ello se añade al medio líquido una cantidad conocida de un stock concentrado de los siguientes compuestos, de modo que la concentración final sea la que se indica a continuación:

· Sacarosa: 8% (p/v). Stock: 0´6 g/mL (añadir 2 mL/matraz).

· Quinetina: 11´6 (M (equivale a 5 mg/L). Stock: 1 mg/mL (añadir 110 L/matraz).

· Cloruro de clorocolina (CCC): 500 mg/L (retardante del crecimiento).Stock: 100 mg/mL (añadir 110 L/matraz).

Los matraces se dividen en dos grupos: Uno se mantiene en el agitador orbital pero en oscuridad. El otro se lleva a una cámara de cultivo donde se mantienen estáticos en oscuridad. 

RESULTADOS: PARAMETROS A MEDIR

· % de cultivos contaminados.

· % tuberización (nº de explantos cultivados que han desarrollado uno o más microtubérculos/ nº total de explantos) tras 2, 4, 6 y 8 semanas en cultivo. Presentar estos resultados en una gráfica.

· dar el % de los diferentes tipos de microtubérculos tras 8 semanas de cultivo: (i) sésiles, (ii) laterales y apicales sobre estolón y (iii) laterales o apicales sobre brote.

· Calcular el peso medio de los microtubérculos para cada condición.

· calcular el valor correspondiente a la intensidad de tuberización para cada tratamiento. Para ello a cada planta se le asigna un grado de tuberización (GT) dependiendo del tipo de tubérculo (ver tabla adjunta). Si una planta tiene más de un tubérculo se le asigna el de mayor grado. La intensidad de tuberización (IT) = ( GT/n (n = nº total de explantos).

· ¿existen diferencias de tuberización según el medio de cultivo empleado?, ¿existen diferencias entre los diferentes regímenes fotoperiódicos?. Si es así, dé una explicación.

· ¿existen diferencias cualitativas o cuantitativas entre la tuberización en medio líquido o sólido?

Grado de tuberización para diferentes tipos de tubérculos
Grado de tuberización


Tipo de tubérculo



0




--



1



estolón (sin tubérculo)



2



apical/lateral sobre brote



3



apical/lateral sobre estolón



4




sésil
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PRÁCTICA 10

EXPRESIÓN DEL GEN INFORMADOR uidA (GUS) EN PLANTAS TRANSGÉNICAS DE PATATA
A lo largo de la historia los mejoradores de plantas han seleccionado y propagado diferentes variedades basándose en la presencia de caracteres de interés agronómico. Para ello se han utilizado técnicas de genética clásica basadas en cruzamientos dirigidos. A partir de mediados de los años 80 las nuevas técnicas de ingeniería genética han permitido manipular la información genética de la planta introduciendo genes específicos responsables de un carácter concreto que interese introducir en la planta (ej. resistencia a un herbicida, a una enfermedad o mayor tolerancia a sequía, salinidad, etc.). Se obtienen así plantas transgénicas.

Los métodos para introducir de forma estable DNA exógeno en el genoma de la planta son variados: transformación mediante Agrobacterium (el sistema más utilizado en dicotiledóneas), transformación mediante polietilenglicol (PEG), electroporación, bombardeo con microproyectiles (pistola de genes), microinyección, etc.

Normalmente para facilitar el trabajo de transformación, además del gen de interés, interesa introducir un gen informador (delator o chivato) que nos permite hacer una identificación rápida de las células transformadas y/o un gen (marcador de selección) que permite hacer la selección del material transgénico (distinguir las células transformadas de las que no lo están). Algunos de los genes informadores más utilizados son uidA (GUS), gen GFP (green fluorescent protein) o gen luc (luciferasa). Los genes selectivos más utilizados son lo que confieren resitencia a antibióticos como kanamicina (nptII), higromicina (hph) o resistencia a herbicidas como fosfinotricina (bar).

El gen bacteriano uidA codifica el enzima (-glucuronidasa. Este enzima reacciona con el compuesto X-glu (ácido 5-bromo-4-cloro-3-indol-(-glucurónico) y produce el compuesto 5-bromo-4-cloro-índigo que es de color azul.

Las principales ventajas del gen GUS son: a) la actividad del enzima puede medirse cuantitativamente de manera fácil por métodos espectrofotométricos y fluorométricos. b) la detección es muy sensible al no existir actividad natural GUS en las plantas. c) la actividad GUS puede determinarse histoquímicamente facilitando su localización en los tejidos. d) el gen GUS tolera fusiones N-terminal y C-terminal sin pérdida de actividad, lo que facilita el estudio de la función de péptidos señal.

PROTOCOLO

Hojas de patata del cultivar Desirée se cocultivaron con Agrobacterium tumefaciens que contenía el gen marcador uidA y el gen selectivo nptII (resistencia a kanamicina). El gen uidA contiene el intrón PIV2, el cual impide la expresión del gen uidA en Agrobacterium. Este gen está dirigido por el promotor constitutivo 35S del virus del mosaico de la coliflor. Una vez producida la infección las hojas se cultivaron en un medio de inducción de callo durante 7-10 días. Este medio contiene el antibiótico bacteriostático cefotaxima para matar a las bacterias que quedan sobre el explanto inicial. A continuación los explantos se transfieren a un medio de regeneración que contiene kanamicina y se repican en medio fresco cada 15-20 días. Los brotes obtenidos en este medio se transfieren a medio P2, donde tiene lugar la elongación del brote y enraizamiento. 

El material vegetal que se utiliza en esta práctica son hojas de estas plántulas y de plántulas control no infectadas con Agrobacterium. Se incuban fragmentos de hoja con 50 l de solución X-glu durante 12-24 h a 37 ˚C. Durante este tiempo se produce la reacción enzimática y aparecerá el color azul en las muestras que contengan el enzima (-glucuronidasa activo.
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CALCULOS BASICOS PARA PREPARAR MEDIOS DE CULTIVO

Calcule el volumen (expresado en mililitros) que debe tomarse de una solución madre de ácido naftalenacético (ANA) a una concentración de 1 mg/mL para preparar 20 L de medio de cultivo que incluya ANA a una concentración de 0,5 mg/L? (Peso molecular ácido naftalenacético 186). 10 mL

Partiendo de una solución madre de ácido giberélico a una concentración de 1 mg/ml calcule qué volumen (expresado en microlitros) debe tomarse para preparar 200 mL de una solución a una concentración 0,01 g/L (Peso molecular ácido giberélico 346,4). 2.000 l
¿Qué volumen (expresado en mililitros) debe tomarse de una solución 100 veces concentrada de micronutrientes para preparar 50 litros de medio de cultivo? 500 mL
¿Qué volumen (expresado en litros) debe tomarse de una solución 5 veces concentrada de nitratos para preparar 1575 litros de medio de cultivo? 315 L

La receta de un medio de cultivo incluye como agente gelificante agar a una concentración del 0,8% (p/v). ¿Cuánto agar se debe añadir para preparar 30 litros de medio de cultivo?  240 g

La receta de un medio de cultivo incluye como fuente de carbono sacarosa a una concentración del 6% (p/v). ¿Cuántos kilogramos de sacarosa se debe añadir para preparar 12 litros de medio de cultivo? 0,720 kg

Un medio de cultivo incluye la citoquinina quinetina a una concentración 3 (M. ¿Qué cantidad (expresada en miligramos) de quinetina debe tomarse para preparar 50 litros de medio de cultivo? (Peso molecular de la quinetina: 215,2).  32,28 mg
¿Qué cantidad (expresada en microgramos) de ácido abscísico (peso molecular: 264,3) debe tomarse para preparar 5 litros de medio de cultivo que incluya ácido abscísico a una concentración 0,5 M? 660,75 g
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