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Mlcropropagacmn aI alcance de todos
los bolsillos: “desde Biofabricas 2.0
hasta camaras estériles caseras”

‘160310 Dr. Alejandro Escandon INTA



Definicion

Técnica por la cual se aisla una porcion de la planta

(explanto) proporcionandole, de forma artificial
todas las condiciones fisicas y quimicas para que las
celulas expresen todo su potencial. En condiciones
esteriles.
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Equipamiento para el laboratorio de cultivo in vitro vegetal

4 .
Mesadas, reactivos en uso, heladeras, freezer,
balanzas, pHmetro, agitador magnético, material de

Area preparacion< vidrio (volumétrico, cultivo, etc.), fungibles, micro

Area lavado y
esterilizacion

Area de subcultivo <

ondas, cocina, balanzas (granataria y precision),
_dispensador de agua destilada.

(Mesadas, autoclave, olla de presion, destilador de agua, estufas

de esterilizacion y secado, bandejas y/o gradillas de secado, lava
vajilla, lava pipetas, cocina, dispensador de agua destilada, cinta
indicadora de esterilizacion, bandejas para el descarte del material

_contaminado, guantes.

/Equipo de flujo laminar, mecheros, alcohol, microscopios
estereoscopicos (lupas), instrumentos para diseccion (bisturies,
diferentes tipos de pinzas, agua destilada esteril, barbijos,

_guantes de latex, recipientes con alcohol 96°C. INTA
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Equipamiento para el laboratorio de cultivo in vitro vegetal

Area de observacion

Area de aclimatacién <

Microscopio estereoscopico (lupa)
Microscopio binocular
Céamara fotografica

g Bandejas plasticas, nylon para camara humeda
Frascos para riego
Disponibilidad de agua de buena calidad

Area de invernaculo <

Diferentes tipos de sustratos, macetas

g Bandejas plasticas, nylon para camara humeda
Frascos para riego
Disponibilidad de agua de buena calidad

Diferentes tipos de sustratos, macetas
—
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Preparacion y esterilizacion del material
Tejidos  |p
& El area de trabajo [p

~ Fuentes de contaminacion < Instrumentos [

S Recipientes [

\ Operador
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(Roca y Mrojinski, 1993)



Pasos para la desinfeccion de explantos

v El pre tratamiento con suspensiones antifingicas es de gran utilidad.

v'Limpieza o dilucion de los contaminantes (agua y cepillo, segun el caso).
v'Lavado en EtOH 70° C (20-30 seg.).

v'Hipoclorito de sodio (1% a 3% de Cloro activo) 20 minutos con o sin detergente.
v'Enjuague con agua estéril bajo flujo laminar.

Alternativas
v'Bicloruro de Mercurio HgCl, (0,1% a 3%, durante 3 a 10 minutos.
v'PPM (5-cloro-2-metil-3(2H)-isothiazolona y 2-metil-3(2H)-isotiazolona)
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Proceso de esterilizacion

N _ Humedo
El agente esterilizante por excelencia es el calor
Seco
Humedo: Vapor a presion, 1 atm. 121°C durante 20 minutos es lo

usual.
Metodo de Koch, vapor vivo a 100 °C (en desuso)
Seco: Por aire calentado a 170 °C -180 °C durante 2hs como

minimo.
Para sustancias termolabiles, existen alternativas como
la ultrafiltracidn, filtros de 0,22
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Lavado del material

Tanto la limpieza como el enjuague de los recipientes de
cultivo son de suma importancia.

v'Se minimiza la aparicion de contaminantes

v Se garantiza la ausencia en el recipiente de elementos que
pueden modificar al medio de cultivo.

Pero jOjO! que las soluciones limpiadoras son peligrosas tanto
para el operador.

Como para el medio ambiente (i.e: la sulfocromica o sulfonitrica)

TA
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¢Como empezar? Hay que revisar la bibliografia.
Componentes del medio

a) Carbono.

b) Nutrientes minerales.
¢) Vitaminas.

d) Reguladores del crecimiento.

e) Agente gelificante (en caso de medio semi-solido).
f) Otros compuestos especificos para la especie de interés.

a + b + ¢ son los componentes del medio base



(Roca y Mrojinski, 1993)




Preparacion del medio de cultivo

Cuestiones a tener en cuenta:

1) Calidad de agua: bidestilada.
2) Reactivos de alta pureza.

3) Estado de las soluciones madres.

4) Componentes termolabiles.



a) Medios semisoélidos, sin termolabiles. >

b) Medios liquidos con o sin sustancias termolébiles. | P>

c) Medios semisolidos con una 0 mas sustancias termolabiles.
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¢, Preguntas?

iiiiHagalo ahora o
alle para siempre!!!!
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Vestuario del personal Cuarto de cultivo
Recepcién y
- 3m
oficinas
1,5x2m ~
1 Bafio
| | | | | |
[ o ]
mesada Piletay Heladeras y freezer
lavavajilla )
©
c
o g ., . . ©
° S Sector de preparacion de medios de cultivo y g -
) . N @
e Sector de lavado del material g2
(] ™ .z .
ST esterilizaciéon material — 4°C-’» &
< 3
Autoclaves y
mesada
| estufas ||
| Flujos laminares I
Droguero y depdsito
3m
3Im Sala de flujos laminares 13 m
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Tejidos

Pueden llevar contaminantes en su superficie y/o en su
Interior

-Los de la superficie se eliminan por métodos
estandares (etanol/lavandina).

-Los internos requieren fungicidas y/o antibioticos o
bacteriostaticos.

Sulfato de gentamicina, estreptomicina, penicilina (10
a 50 mg/l).

Plant preservative mixture (PPM)

-Termoterapia: tratamiento de de los explantos a 35-

45°C. 0




Contaminantes mas comunes del area de trabajo

Bacterias y esporas de hongos que habitan en el ambiente.

Se las evita por medio de camaras de flujo laminar, el sistema de
prefiltro y el filtro absoluto.

Flujo de aire laminar —— velocidad constante y homogénea
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Instrumentos

Deben ser esterilizados antes de usarse

Los metalicos se flamean luego de inmersion en EtOH 70
10jOj, con la perdida del temple y la acumulacion de
materia organica carbonizada. Se los debe mantener dentro
del area del flujo.
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Recipientes

La superficie externa de los recipientes esterilizados

se debe tratar con ETOH 70° C.
Se recomienda flamear la boca de los tubos de cultivo

antes y después de haber sembrado el explanto.

<
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El operador es una fuente primaria de contaminacion, se
recomienda el uso de:

v'de guardapolvo.

v'Guantes.

v Cofia.

v'Barbijo.

v'Lavado de manos y brazos.

v'Enjuagados con ETOH 70 antes de una sesion de
trabajo.




1) Incorporacion del medio basal, de los reguladores
del crecimiento y otros compuestos. Ajuste de pH

2) Adicion y disolucion del agar. Distribucion en los
recipientes de cultivo (tubos, placas, frascos)

3) Esterilizacion en autoclave.
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Medios liquidos con o sin sustancias termolabiles.

(1P

Se sigue el mismo procedimiento que en “a”, pero
sin adicionar agar y esterilizando por filtracion en
caso de tener alguna sustancia termolabil
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Medios semisolidos con una o0 mas sustancias termolabiles.

1) Incorporacion de los compuestos que pueden ser
esterilizados en autoclave (MB, algunos reguladores,
sacarosa y otros compuestos). Ajustar pH.

2) Adicion y disolucion del agar.
3) Esterilizacion en autoclave.

4) Esterilizar por filtracion los termolabiles y adicionarlos
al medio bajo flujo laminar (50°C).

5) Dispensar en tubos estériles bajo flujo laminar.
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