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GUIA PRACTICA DE CULTIVO IN VITRO DE ESPECIESVEGETALES

1. AJO, Allium spp. Liliaceae.

Fuente: (Alvarez, 2010)

Descripcion

El ajo (Allium spp), pertenece alafamilia Liliaceae, aunque otros autores la ubican en la
familia Amarilidaceae (Bremer y otros, 2009) al igua que la cebolla (Allium cepa), €
puerro (Allium porrum) y la cebolla de invierno o cebollino (Allium fistulosum), es una
especie de importancia econdmica ampliamente cultivada (Ramos, 1991).

Esta constituido por un bulbo subterrdneo, formado por "dientes® unidos en su base
arededor del tallo verdadero y recubiertos por catéfilos blancos o morados, cuya
tonalidad varia segun la variedad y la atura del sitio de siembra (Ramos, 1991). Las
hojas son aargadas, planas y envainadoras; las flores de color rosado o verde y no
producen semillas. El falso tallo es blando, liso y de hasta 40 cm de longitud, de donde

nacen bulbillos aéreos (Brewster, 1994).

Protocolos de propagacion in vitro del ajo

Protocolo 1

Fuente: (Brewster, 1994).

Explantes. Bulbos

Temperatura: 8 a10 °C durante quince dias para estimular el proceso.

Procedimiento:

Eliminar la tunica protectora externa, y posteriormente, desinfectar sumergiéndolos en
una soluciéon de Betadine® (2%), Kasumin® (20%) e hipoclorito de sodio a 20%,
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durante 20 minutos cada uno. Después de cada desinfectada, enjuagar 1os explantes tres
veces con agua destilada estéril .

Bgo la camara de flujo laminar con la ayuda de un microscopio seccionar
transversalmente en la mitad los dientes de gjo, y seccionar a fin de exponer el 4pice
caulinar en crecimiento.

Posteriormente eliminar las hojas envainadoras, extrayendo e meristemo con dos
primordios foliares. Colocar € explante en una solucion de Hipoclorito de sodio a 1%
durante 5 minutos y luego enjuagar tres veces con agua destilada estéril, antes de su
cultivo en tubos de ensayo que contienen medio nutritivo.

El medio de cultivo empleado esta constituido por las sales minerales de Murashige y
Skoog (1962), suplementado con isopenteniladenina 2,0 mg/l; &cido naftalenacético
(ANA) 0,1 mg/l; tiamina 0,1 mg/l; &cido nicotinico 0,5 mg/l; piridoxina 0,5 mg/l;
inositol 100 mg/l, 30 ¢/l de sacarosay 8 g/l de agar. Dispensar este medio en tubos de
ensayo, y esterilizar en una autoclave. Para e crecimiento y desarrollo de los explantes,
colocar € cultivo en un cuarto de crecimiento, bajo un fotoperiodo de 16 h diarias y 23
12 °C, durante treinta dias.

Para el proceso de bulbificacion, seleccionar aquellas plantas que en e proceso anterior,
han alcanzado un desarrollo adecuado (6 a 12 cm de longitud), y bajo la camara de flujo
laminar, seccionar los brotes a 2 cm de longitud desde la corona de la planta 'y eliminar
sus raices. Cultivar estos explantes en frascos de 250 ml con 20 ml del medio inductor
de la bulbificacion.

El medio para inducir la bulbificacién in vitro estard constituido por los mismos
componentes que e anterior, excluyendo el ANA y aumentando la sacarosa de 30 a 90
g/l. Colocar € cultivo en un cuarto de crecimiento, bajo un fotoperiodo de 16h diarias y
23 = 2 °C, durante 60 dias.

Protocolo 2

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explante: Apices detallo escindidos de bulbos.

Temperaturaderefrigeracion: 3°C

Procedimiento:

Escindir los apices y cultivar en el medio | descrito en e cuadro 1 por 60 dias, luego
transferir las plantas a medio Il durante 60 dias. Los bulbillos obtenidos se vuelven a

cultivar en € medio Il por otros 50 dias. Aclimatar las plantas obtenidas en piedra
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pomez, 0 en vermiculitay de aqui pasar a maceteros conteniendo vermiculita, cubra con
pléstico las macetas. Remover el pléstico después de una semanayy fertilizar las plantitas
con 1.5- NH4-N, 7.5 NO3-N, 1.0 Urea, 8 P, 24 K, 5 Mg, 0-1 B y 0.18 EDTA-Fe (todo

en porcentgje). Después de 20 dias trasplantar |as plantitas en el campo.

Cuadro 1. Mediospara € cultivode ajo

CA MS FB
Cultivo de apices medio de subcultivo | Formacion de bulbillos
Componentes
I [ Il
SaesMS Completo Completo Completo
Inositol (mg/l) 2 2 2
Acido Nicotinico 0.5 0.5 0.5
(mg/l)
Piridoxina (mg/l) 0.5 0.5 0.5
Tiamina (mg/l) 0.1 0.1 0.1
ANA (mg/l) 0.01 0.15 0.1
BAP (mg/l) 0.01 - 0.01
Sucrosa (%) 3 3 3
Agar (%) 0.8 0.8 0.8
pH=5.7
Fuente: (Mgjia, 1994)
Protocolo 3

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explante: Apices, primordio foliar y porcion basal de escamas de bulbos
Temperatura: 3212 °C

L uz: Los cultivos se incuban en fotoperiodo de 16 h/dia.

Procedimiento:

Para la regeneracion a partir de callo someter a un medio de induccion en obscuridad
descrito en €l cuadro 2.
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Cuadro 2. Mediospara € cultivo deregeneracion a partir decallo paraajo

Componentes 'c RC
Induccién de callos Regeneracion de callos
SaesMS Completo Completo
Tiamina (mg/l) 04 04
Inositol (mg/l) 100 100
Acido Nicotinico 05 05
(mg/l)
Piridoxina (mg/l) 0.5 0.5
Glicina (mg/l) 2 2
SO, Ad (mg/l) 80 80
Sulfato de Adenina
AIA (mgll) 1.0 1.0
2,4-D (mg/l) 0.5-1.0 -
Kinetina (mg/l) - 2.0
Sucrosa (%) 3.0 3.0
pH=5.6

Fuente: (Mgjia, 1994)

2. ALISO, Alnus cordata. Betulaceae.

Fuente: (Pérez , 2012)
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Descripcion

El Aliso (Alnus cordata), pertenece a la familia Betulaceae. Este &bol puede alcanzar
veinticinco metros de altura y ocho metros de anchura. Alnus cordata se vale de
anemofilia para polinizar, posee flores de color marrén con togues borgofia dotado de
unidades reproductivas monoicas. Esta especie presenta hojas caducas y sirve para fijar
el nitrogeno al suelo (Pérez, 2012).

Protocolo de propagacion in vitro de Alnus cordata

Protocolo 1

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Yemas axilares (5-10 mm) y meristemas (1-2 mm).

Temperatura: 16 °C

Procedimiento:

Extraer esquejes de madera duray tratar la base con hormona de enraizamiento en polvo
(IBA 8 g/Kg polvo) y plantar en sustrato: %2 piedra chancada (piedra partida). ¥4 perlita
Y, musgo, a 20 °C, después de 3 afos, las plantas sirven como fuente de material de
explante. Desinfectar las yemas con NaClO a 20% (cloro disponible 5%) por 10
minutos, luego enjuagar 3 veces con agua destilada estéril y colocar en € medio | para
su establecimiento descrito en el cuadro 3.

Colocar los segmentos de tallo con 2 yemas en la etapa de multiplicacion en el medio 1,

durante 4-5 semanas, después llevar |os explantes al medio |11 para su enraizamiento.

Cuadro 3. Medios para € cultivo de Alnus cordata

Componentes ! ! .
Establecimiento | Multiplicacion Enraizamiento
MS Completo Completo Macroelementosala 1/2

BAP (UM) 4,4 1,1 -

IBA (UM) - - 1,2-4,9
Glucosa (mM) - 333 -
Sucrosa (mM) 87,6 87,6

Agar (g/l) 7 7 7

pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)
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3. ALISO, Alnusglutinosa. Betulaceae

Fuente: (Alvarez y otros, 2000)

Descripcion

El Aliso (Alnus glutinosa), pertenece a la familia Betulaceae. Es un arbol monoico,
caducifolio de tamafio medio, de 17-22 m de altura. Posee un tronco derecho, de hasta
un metro de didmetro. Presenta hojas alternas, simples, ovaladas, verde oscuro por el
haz y mas claras por el envés. Sus flores son monoicas, a menudo agrupadas en los
brotes terminales. Sus frutos son aguenios con aspecto de pifias pequefias, verdes

cuando son jovenes, y negras'y lignificadas, unavez maduras (Alvarez y otros, 2000).

Pr otocolo de propagacion in vitro de Alnus glutinosa

Protocolo 1

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes. Segmentos detalo (2.5 cm)

Temperatura: 22 °C.

Procedimiento:

Desinfectar los explantes con NaClO a 0.5% p/v por 20 minutos més 2 gotas/l de
tween-20, luego enjuagar 3 veces en agua destilada estéril, luego cortar en condiciones
asepticas los segmentos de tallo conteniendo una yema lateral y plantar en € medio
WPM (Woody Plant Medium Modificado).

Después de 30 dias plantados en medio WPM, transferir las plantulas a mismo medio
fresco. Luego transferir los microtallos enraizados (3 semanas después) en maceteros
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gue contengan una mezcla modificada de musgo y mantener en invernadero bao
sombra 50%.

' Ny .

Fuente: (Ferraris & Couretot, 2013)

Descripcion

La arvgla (Pisum sativum) es una leguminosa que pertenece a la familia Fabaceae. La
arveja se caracteriza por tener los tallos huecos, sus hojas son compuestas, con dos o
tres pares de foliolos, con un zarcillo terminal, de flores sencillas e insertadas en las
axilas de las hojas. El fruto es en vaina, algo comprimida y terminada en una pequeia

curva. Las semillas, numerosas en cada vaina, son casi esféricas (Dominguez, 1990).

Protocolo de propagacion in vitro dela arveia

Protocolo 1

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes; Semillas

Temperatura: 25+ 2 °C.

Procedimiento:

Desinfectar la semilla con etanol al 70% por 1 min, luego con cloramina B 5% p/v por
60 min en agitacion. Luego colocar 5-6 semillas en un erlenmeyer conteniendo algodon
empapado en agua, incubar en oscuridad a 25 °C. Aidar asépticamente las semillas e
implantar en e medio (I, I1) descrito en el cuadro 4.

Después de 2-3 semanas se observan explantes hinchados. El segundo subcultivo

realizar después de 8-10 semanas en € medio I11.
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Trasplantar las plantulas en macetas hidropénicas llenas de perlita y con medio MS

diluido a 50% en condiciones no asépticas, HR 95%.

Cuadro 4. Medios para € cultivodelaarvega

Componentes o 1 S _”I _
Establecimiento, Multiplicacion Enraizamiento
SaesdeMS Completo Completo
Vita. B5
Vitaminas del medio Gamborg. Completo Completo
Inositol (mg/l) 100 100
ANA (UM) 01 5
BAP (UM) 20 -
Sucrosa (%) 3 3
Agar (%) 0,80 0,80
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)

5. BROCOLI, Brassica oleracea. Brasicaceae

Fuente: (Pastor, 2012)
Descripcién

El brocoli (Brassica oleracea) pertenece a la familia Brasicaceae. Presenta pediincul os
florales compactos y forman una cabeza de figurairregular, abierta y desproporcionada.

Tiene un color verde oscuro en €l tallo y verde azulado en e extremo de la flor, aunque
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existen variedades moradas, rojizas, amarillas y blancas. Sus flores son hermafroditas y

son polinizadas por abejas (Balbachas & Rodriguez, 1982).

Protocolos de propagacion in vitro del brécoli

Protocolo 1

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Piezas de hojasy segmentos detallo.

Temperatura: 21 °C.

Procedimiento:

Desinfectar las piezas y segmentos con una solucién de hipoclorito de sodio a 2,75%
por 5 min, afadir tween 20 a 0.5% a la solucion, enjuagar 3 veces con agua destilada
estéril. Cortar las piezas de las hojas longitudinamente por la mitad, y colocar sobre la
superficie del medio, con la parte cortada en contacto con €l medio para hojas o para

tallos dependiendo el materia vegetal con e que esté trabajando.

Cuadro 5. Mediospara € cultivo de brocali

Componentes Explf-jlntes Explantes
Hojas Tallos
MS Completo Completo
Kinetina. (mg/l) 3-6 3-20
AIA (mg/l) 8-9 9-10
Sucrosa (g/l) 30 30
Agar (g/l) 6 6
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)

Protocolo 2

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes. Secciones de laminas de hojas (1-5 x 1.5 cm), secciones de tallos y dpices
de 2 mm.

Luz: 16 h luz/8 h de oscuridad.

Procedimiento:

Lavar las secciones (3-5 ¢cm) con agua tibia y con detergente. Enjuagar con agua

destilada, y sumergir en lgjia 1/10 con 0.1% de tween-20 por 15 min. Luego enjuagar
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tres veces con agua destilada estéril por 1 min cada uno. Colocar estos explantes en €l
medio (I, I1) para su establecimiento descrito en e cuadro 6. Luego cuando los brotes
estén desarrollados pasar a medio |11 para su enraizamiento.

Con 4-6 semanas de iniciado € cultivo transferirlas plantulas a macetas con sustrato

compuesto por materia organica (Cardenas, 2014).

Cuadro 6. Medios para €l cultivo de brécoli

Componentes o o S _ ' _
Establecimiento, Multiplicacion | Enraizamiento
SaesMS Completo Completo
NaH2PO4.H20 (mg/l) 170 170
Inositol (mg/l) 100 100
Tiamina (mg/l) 0,4 0,4
SO4AD (mgl/l) 80 80
AlA (mg/l) 1,0 1,0
2iP (mg/l) 4,0 -
Sucrosa (g/l) 30 30
Agar (g/l) 8 8
pH=5,7

Fuente: (Mgjia, 1994)

6. CACAO, Theobroma cacao. M alvaceae

Fuente: (Shura, 2009)
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Descripcion

El cacao (Theobroma cacao) pertenece a la familia Malvaceae. Las especies del género
Theobroma son &rboles ramificados con hojas simples y con un fruto indehiscente
carnoso (mazorca). El género forma pequefios arboles no ramificados con hojas
pal maticompuestas(Dostert, Roque, Torre, & Weigend, 2012).

Protocolos de propagacion in vitro del cacao

Protocolo 1

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Segmentos de tallo

Temperatura: 23-26 °C

Procedimiento:

Remover las hojas y sumergir 1os segmentos en una solucién de etanol al 2% y luego en
&cido ascorbico 10 mM. Luego transferir los segmentos en una solucién NaClO a
0.37% (50 mM) + &cido ascorbico 10 mM + 10 gotas/l de tween-20 por 14 min,
finalmente enjuagar 2 veces en agua desionizada o destilada estéril por 10-15 min por
enjuague.

Cortar los segmentos de tallos en secciones nodales dejando e entrenudo inferior de
mayor longitud y cortar la parte hinchada del peciolo alos5 mm del tallo. Sumergir los
explantes en una de solucion de écido ascorbico 20 mM por 20-40 min luego cultivar en
un medio (I, I1) para su establecimiento descrito en € cuadro 7, luego pasar al medio Il

para su enrai zamiento.

Cuadro 7. Medios para € cultivo de cacao

[, 11 Il
Componentes Establecimiento, Multiplicacién | Enraizamiento
SalesWPM Completo Completo
Inositol (mg/l) 100 100
Ac. Nicotinico (mg/l) 0,5 0,5
SO4Ad (mg/l) 0,5 0,5
L-leucina (mg/l) 04 04
L-arginina (mg/l) 04 04
Glicina (mg/l) 2 2

B 2 To remove this message, purchase the
@ S D I—I D PDF productval vaw.SoIidDoctlljments.com



L-lisina (mg/l) 0,4 04
L-triptéfano (mg/l) 0,2 0,2
IBA (mg/l) - 3

Carbodn activado (g/l) 0,15 0,15
Ac. Ascorbico (g/l) 0,1 0,1
Sucrosa (g/l) 20 10
Agar (g/l) 7,2 7,2

pH=5,6-5,8

Fuente: (Mgjia, 1994)

Escindir los tallos cuando estos tengan 4-6 cm (después de 3-4 semanas de cultivo) a
partir del explante origina y transferir al medio Il de enraizamiento y mantener el
cultivo en luz del dia.

Cuando tengan buen sistema radicular, transferir las plantulas a bolsas de plastico
Ilenados hasta 1/3 con una mezcla de sustrato compuesto de 3 partes de musgo, 2 partes
de vermiculita y 1 de suelo, humedecer con € fertilizante soluble de Peters 10-15-10
(1.09/l, pH 6.1).

Cuando las hojas estan de color verde oscuras, transferir a macetas de plastico o de

arcillade 15 cm conteniendo suelo y colocar en condiciones de invernadero.

Protocolo 2

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes. Segmento de tallos jovenes

Temperatura: 25-27 °C.

Procedimiento:

Lavar con agua corriente, luego con etanol a 70 % y enjuagar con agua destilada estéril,
luego sumergir en hipoclorito de calcio a 10% por 45 min, finalmente enjuagar con
agua destilada estéril.

Luego pasar a un medio de establecimiento (I, I1), para su induccion descrita en €
cuadro 8. Luego pasar al medio |1l para su enraizamiento.

A fin de acelerar la ruptura de latencia de estas yemas, redizar tratamientos,
sumergiendo los explantes por 2 h en una soluciéon de 44 uM BAP+25 uM AIB y

cultivar en medio desprovisto de reguladores de crecimiento.
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Trasplantar en invernadero a 27 °C con 100% HR.

Cuadro 8. Medios para € cultivo de cacao

Componentes 1 .
Establecimiento, Multiplicacion | Enraizamiento
Mineralesde MS 12 -
Microelementos M S - 12
Vitaminas de Morel Completo Completo
BAP (UM) 2,5 -
AIB (UM) - 30
Sucrosa (g/l) 20 20
Agar (g/l) - 7
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)

7. CAFE, Coffea canephora. Rubiaceae.

Fuente: (Goémez, 2010)
Descripcion

El café (Coffea canephora) pertenece a la familia Rubiaceae. Se trata de un &bol o
arbusto liso, con hojas anchas de bordes orlados o lisos, de forma oblonga—eliptica,
cortas, acuminadas, redondeadas o ampliamente acufiadas en su base, de 15-30 cm de
largo y 5-15 cm de ancho.

Tiene flores blancas, en dos racimos axilares, sésiles. Las bayas ampliamente €lipsoides,
mas 0 menos de 8-16 mm (Méndez, 2011).

Pr otocolos de propagacion in vitro del café

Protocolo 1
Fuente: (Mgjia, 1994)
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Explantes. Fragmentos de tallo, ramas, hojas y fragmentos de 6vulos.

Procedimiento:

Lavar con agua a los explantes, pasar por alcohol a 70%, desinfectar en una solucién
NaClO (10 g/l) durante 20 min para las hojas y 30 min para los fragmentos. Afadir al
desinfectante gotas de tween-20. Cortar en fragmentos de 1 cm de longitud y las hojas
de 1 cm? y colocar sobre e medio parainduccion de callos, descrito en e cuadro 9.
Transferir los embriones somaticos en un medio de diferenciacion donde se desarrollan
las raices y los tallos hasta que se formen las plantulas de 4-5 pares de hojas y de agqui

transferir al invernadero y alos 16-18 meses pasar al campo.

Cuadro 9. Medio para Embriogénesis somética del café

Componentes Induccion Callos | Diferenciacion
SaesMS Completo Completo
2,4-D (mgl/l) 0,1-0,5 -
Kinetina (mg/l) 1-2 -
BAP (mg/l) - 1-3
Extracto de malta (mg/l) - 400-1000
Adenina (mg/l) - 40-100
Sacarosa (g/l) 30 30
Agar (g/l) 6.7 -
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)
Protocolo 2
Fuente: (Mgjia, 1994)
Explantes: Y emas (4pices terminales) y nudos obtenidos de un tallo joven.
Procedimiento:
Lavar los tallos (2-3 cm) con agua corriente, luego en acohol a 70% por 2 min, luego
remojar en solucién CaClO 10 g/l por 30 min, después enjuagar 3 veces en agua
destilada estéril, cortar los explantes y cultivar en e medio para yemas descrito en €
cuadro 10. Si es gue tenemos nudos transferir los explantes a un medio para nudos
descrito en e cuadro 10, y luego obtenidos los brotes pasar ad medio Il para su

enraizamiento.
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Para € cultivo de 6rganos primero obtener los brotes in vitro luego pasar a la

multiplicacion y finalmente transferir las plantulas a condiciones en vivo.

Cuadro 10. Medios para € cultivo de café

Componentes Parayemas | Paranudos Enral ;;Imiento
mineralesde MS Completo Completo 1/2
Vitaminas Morel Completo Completo Completo

Cisteina (mg/l) 30 3 30

BAP (mg/l) 1-5. 1-5. -
Adenina (mg/l) 5 50-100 -
Extracto de Malta (mg/l) - 500-1000 -
IBA (mg/l) - - 2
Sucrosa (g/l) 30-40 30-40 30-40
Agar (g/l) 6-7 6-7 6-7
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)

Protocolo 3

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Hojas

Procedimiento:

Desinfectar con NaClO al 1.6% o en un agente blanqueador comercial a 30% por 30
min, enjuagar con agua destilada estéril. Cortar las piezas de tgido de 7 mm?
incluyendo la nervadura central.

Cultivar los explantes en una caja petri que contiene el medio A por 72 h 'y mantener en
oscuridad. Luego pasar al medio B, incubar € cultivo a 25+ 1 °C por 45-50 dias.
Transferir a medio C, mantener en un fotoperiodo de 12 hy a 24 — 28 °C por 4-6
semanas. Cultivar en el medio D, mantener a 26° durante 4-6 semanas. Los embriones
somaticos en la etapa de torpedo y las plantulas transferir ala caja petri que contiene €

medio (E) y mantener en presencia de luz (etapa de la germinacion del embridn).
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Cuadro 11. Medios para € cultivo de café

Componentes A B C D E
SalesMS Yo Completo 1/28 1/28 Yo
Tiamina (UM) - 30 3 - -
L-cisteina (UM) - 210 - - -
Inositol (LM) - 550 - - -
Kinetina (UM) - 20 2,5 - -
2,4-D (UM) - 5 ; . ;
ANA (UM) - - 0,5 - -

Sacarosa (M) 0,06 0,20 0,06 0,06 0,20
Agar (d/1) 8 8 8 - 8

pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)

Protocolo 4

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Meristemas apicales de 0.3 mm

Procedimiento:

Redlizar la etapa de establecimiento, sin sacarosa; y después de 5 dias transferir las
yemas a medio Il descrito en @ cuadro 12 y de aqui a las 10 semanas transferir al
medio Il para su enraizamiento. Finalmente trasplantar en un sustrato con mezcla de

arenafinay vermiculita (2:3 v/v).

Cuadro 12. Medios para € cultivo de café

Induccion I [ Il

Componentes | Establecimiento| debrotes |Establecimiento|Multiplicacion | Enraizamiento

SalesMS Y Completo Completo 1/10 /100
VitaminasMS - - - - Completo

Vitaminas

Gamborg Completo Completo - - -

(BS)
AIB (uM) 1 - - - 5-10
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BAPoO
Zeatina (UM) ) 510 ) 5 '
Piridoxina
(M) ) ) ) 15 .
AIA (UM) - 1 - 0,5 -
Cisteina (uUM) - - - 500 -
ANA (uM) - - - - 5-10
Sacarosa (M) - 0,06 0,06 0,087 0,058
Agar (g/l) 8 8 - 8 8
pH=5,7

Fuente: (Mgjia, 1994)

8. CANA DE AZUCAR, Saccharum officinarum. Poaceae

Fuente: (Foreword, s.f.)

Descripcion

La cafia de azicar (Saccharum officinarum) perteneciente a la familia Poaceae. Son

plantas con talos de hasta 5 m x 2-5 cm, con numerosos entrenudos alargados

vegetativamente, dulces, jugosos y duros (Conabio, 2009).
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Protocolos de propagacion in vitro de la cana de azticar

Protocolo 1

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes. Meristemas apicalesy axilares.

Temperatura: 25°- 30 °C

Procedimiento:

Desinfectar los segmentos del tallo con acohol a 70% por 1 min y después con una
solucion de hipoclorito de calcio 20% (p/v) por 20 min y finamente enjuagar 3 veces
con agua destilada estéril. Bajo condiciones asepticas; disectar 10s explantes, colocar los

segmentos en el medio parainduccion de cultivo de dpices descrito en el cuadro 13.

Cuadro 13. Medios para € cultivo de la cafia de azliicar

IC DB CA
Componentes | Induccion decallo Diferenciacion de brotes | Cultivo de apices.
SaesMS Completo Completo Completo
Inositol (mg/l) 100 100 100
Tiamina (mg/l) 1 1 1
2,4-D (mg/l) 3 - )
Kinetina
(mg/) ' 1 01
ANA (mg/l) - 1
BAP (mg/l) - - 0,2
Agua de coco
(%) ] 10 .
Arginina
(mg/l) 60 ' )
Sucrosa (%) 2 2 2
Agar (%) 0,8 0,8 0,8
pH=5,8

Fuente: (Mgjia, 1994)
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Protocolo 2
Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes. Meristemas apicales y axilares

Procedimiento:
En e medio |, colocar los explantes sobre un puente de papel filtro en medio liquido y
cambiar cada dos dias. Luego pasar al |I. Al igual después de algunas semanas pasar a

medio |11 descritos en € cuadro 14.

Cuadro 14. Medios para la cafia de aztcar

Componentes I I [l
mg/l Establecimiento | Multiplicacion | Enraizamiento
Medio White Completo Completo -
MS - - -
Medio Heinz-Map - - 12
Glicina (mg/l) 2 - -
AGz (mg/l) 0,5 - -
IBA (mg/l) 1,0 - -
Cisteina (mg/l) 1,07 - -
Inositol (mg/l) 100 - -
Aguade coco (%) 10 - -
BAP (mg/l) - 0,6 -
Sucrosa (%) 2 2 0,90
Agar (%) - 0,7 0,7
Carbon activo (%) - - 0,5

Fuente: (Mgjia, 1994)
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9. CEBOLLA, Allium cepa. Liliaceae.

Fuente: (Pérez, 2012)

Descripcion

La cebolla (Allium cepa) es una especie que perteneciente a la familia Liliaceae. Esta
planta posee un bulbo formado por numerosas capas gruesas y carnosas a interior y
estan recubiertas de membranas secas, delgadas y transparentes, que son base de las
hojas. Este se vale de antéfilos e insectos para polinizar sus flores de color hueso
dotadas de unidades reproductivas hermafroditas (Pérez, 2012).

Pr otocolos de propagacion in vitro de la cebolla

Protocolo 1

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes. Meristemas

Temperatura: 25+ 2 °C.

Procedimiento:

Desinfectar con etanol a 70%, luego con cloramina B a 5% por 30 min, sumergir de
nuevo en etanol a 70%.

Usar e medio (I, 1) para la induccion de callos, también se puede usar 10 umol de
ANA + 5 pmol BAP en el medio descrito en e cuadro 15, luego pasar al medio 11l de

enraizamiento.
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Cuadro 15. Medios para € cultivo de cebolla

Componentes 1 .
Establecimiento, Multiplicacion | Enraizamiento
Medio BDS
(Dustan-short, 1977) Completo Completo

ANA (uM) 5 0,1

BAP (UM) 10 -
Kinetina (uM) - 0,1

Caseinahidrolizada. (mg/l) 1 -
Sucrosa (%) 3 3
Agar (%) 0,8 0,8

pH=5,6
Fuente: (Mgjia, 1994)
Protocolo 2

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes. Flores

Temperatura: 27°/24° dia/noche

Procedimiento:

Utilizar el medio descrito en € cuadro 16, para cultivar évulos

Cuadro 16. Medio de cultivo parala cebolla

Componentes Cultivo de 6vulos
SaesMS Completo
VitaminasNitsch-Nitsch Completo
Inositol (mg/l) 100
NaH2PO4.H20 (mg/l) 250
L-prolina (mg/l) 200
Sucrosa (g/l) 30
Agar (g/l) 6
pH=5,8

Fuente: (Mgjia, 1994)
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10. CEDRO DE MONTANA, Cedrela montana. M eliaceae

Fuente: (Turcz, 2009)
Descripcion

El cedro (Cedrela montana), es un &bol que pertenece a la familia Meliaceae. Borjay
Lasso (1990), explican que son arboles medianos de 25 m de altura aproximadamente.
Poseen ramitas glabras con lenticelas, con corteza externa pardo grisacea 6 mm de
espesor, corteza interna crema con olor a g o, tienen hojas alternas paripinadas 30 — 35
cm de largo, peciolo de 20 cm. de largo, réquiz de 15 — 20 cm de largo, glabra, estan
provistos de flores con cdliz verde marrén, corola crema'y con un fruto capsular verde
parduzco, lenticelado.

Fuente: (MacVean, 2007)

Descripcion

El cedro rosado (Cedrela odorata), es un arbol que pertenece ala familia Meliaceae. Es
una especie que alcanza hasta 35 m de altura, posee un tronco que puede llegar a medir
hasta 1 m de circunferencia, su corteza es grisécea, tiene hojas grandes y compuestas de
foliolos, sus flores son pequefias de color blanco, dispuestas en paniculas sus frutos son
capsulas que se abren en 5 partes, posee semillas aladas (MacVean, 2007).
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Pr otocolo de propagacion in vitro de Cedrela montana y Cedrela odorata

Protocolo 1

Fuente: (Guevara, 1988).

Explantes. Yemas

Procedimiento:

Utilizar & medio Murashige y Skoog (1962) adicionando 1,0 mg/l de
Bencilaminopurina (BA) + 1,0 mg/l de Kinetina.

Posteriormente durante la etapa de multiplicacion, adicionar a medio MS+ 0,2 mg/l de
(BA).

Utilizar los brotes procedentes de la etapa de multiplicacion para la induccion del
enraizamiento la cual dura 24 horas. Con este fin, la concentracion de los
macronutrientes del medio MS es reducida a la mitad. Adicionar a medio 1,0 mg/l de
AIB. A todos los medios adicionar 3% de sacarosa y solidificar con 0,6% de agar.
Eliminar la citoquinina durante el enraizamiento.

Estas especies se subcultivan durante veintiocho meses.

12. CHIRIMOYO, Annona cherimola. Annonaceae

Fuente: (MacVean, 2007)

Descripcion

El chirimoyo (Annona cherimola), es un érbol o arbusto perteneciente a la familia
Annonaceae, esta especie llega a acanzar una altura de entre 5-9 m. poseen hojas
membranosas y €ipticas (8-15 cm largo por 4-9 ancho), esta provisto de flores
verduzcas con tres pétalos, carnosos, solitarias 0 en pares, sus frutos son ovoides con

muchas protuberanciasy con una pulpa blanca, tiene semillas negras (MacVean, 2007).
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Protocolo de propagacion in vitro del chirimoyo

Protocolo 1

Fuente: (Encina, 1994)

Explantes: Cultivo de pices

Procedimiento

Para la brotacién y multiplicacion de los brotes axilares utilizar un medio basico M&S
(Murashige y Skoog, 1962), suplementado con 0,7 uM de 6-bencilaminopurina (BAP) o
1,4 uM de Zeatina, carbon activado (0,1%); Luego para la induccion de enraizado
someter a los explantes a un medio M&S suplementado con acido indolbutirico
(IBA)(500 uM), sacarosa (58,4 UM) y é&cido citrico (200 mg.L ™) durante diez dias (
siete dias en oscuridad seguidos por tres dias con iluminacién estdndar: fotoperiodo
16/8); y luego para obtener una elongacion de las raices pasar a los explantes a un

medio M& S con los macroel ementos reducidos ala mitad.

Protocolo 2

Fuente: (Jordan, 1988)

Explantes. hipocdtilo

Procedimiento

Incubar los explantes de hipocétilode 0,3 a 1cm de longitud, en un medio M& S liquido,
suplementado con BAP (2,2 uM), &cido naftaenacético (ANA)(2,7 uM), vy
polivinilpirrolidona (PVP)(PVP-360, Sigma)(100uM), o en un medio Nitsch ligquido
(Nitsch y Nitsch, 1969) suplementado con BAP (0,4 uM) y ANA (0,4 uM).

Cuadro 17. Medios para € cultivo de Chirimoyo

Medio basal & aditivos Reguladores de crecimiento
(mg/l)
Y2 M S+3,5% Sacarosa 1-20 BAP
MS+200 CH 2BAP+0,5ANA
MS+1000PVP - MS+1000PVP 2BAP+0,5ANA - 10ANA
CPWmMKM-8P - B5+1%DMSO 1.1 2,4-D+0,7 BAP+0,2Z+0,4 ANA
CPWmMKM-8P - B5+1%DMSO 1.1 2,4-D+0,7 BAP+0,2Z+0,4 ANA

Fuente: Encina, 2004
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13.CLAVEL, Dianthus caryophyllus. Caryophyllaceae

Fuente: (Bouzon, 2014)

Descripcion

El clavel (Dianthus caryophyllus) es una planta herbacea perteneciente a la familia
Caryophyllaceae. Es una planta cespitosa, con numerosos véstagos de hasta 1 m de
atura, sus hojas son lineales, angostas, opuestas y envainadoras, cada tallo forma una
flor terminal. Sus flores son vistosas, pedunculadas en panicula o cima laxa, a veces
solitarias, de bordes mas o menos dentados (CONABIO, 2009).

Pr otocolos de propagacion in vitro del clavel

Protocolo 1

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Apicesdetallo de 1 mm

Temperatura: 22 °C

Procedimiento:

Remover € tallo vegetativo con aproximadamente 12 nudos de la planta madre y las
hojas mayores, luego lavar con agua desionizada con pocas gotas de un detergente.
Sumergir en lgjia 1/10 con tween 20 por 5 min. Cortar asépticamente |os meristemas de
(2 mm) con uno a dos pares de primordios foliares y sembrar en e medio | descrito en
el cuadro 18. Para su multiplicacion usar € medio Il, luego que obtenga una
proliferacion de brotes pasar a medio |11 para su enraizamiento.
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Cuadro 18. Medios para € cultivo de clavel

Componentes ! ! !
Establecimiento | M ultiplicacion | Enraizamiento
SaesMS Completo Completo
NH4NOs (mg/l) 400 - -
KNOs (mg/l) 80 - -
KCI (mg/l) 65 - -
MgSO,4.7H,0 (mg/l) 72 - -
KH2PO4 (mg/l) 12,5 - -
Ca(NOs)2. 4H,0 (mg/l) 144 - -
FeS0O,.7H,0 (mg/l) 27,8 - -
Na.EDTA(mg/l) 32,8 - -
MnSO,. H>0 (mg/l) 6,5 - -
ZnSO.7H,0 (mg/l) 2,7 - -
HsBO; (mg/l) 1,6 - -
K1 (mg/l) 0,75 - -
Ac.Cianamico (mg/l) 15 15 15
Pantotenato Ca (mg/l) 50 50 50
Inositol (mg/l) 50 100 100
Ac.Nicotinico (mg/l) 0,5 0,5 0,5
Piridoxina (mg/l) 0,5 0,5 0,5
Tiamina (mg/l) 0,1 0,1 0,1
Glicina (mg/l) 2,0 2,0 2,0
Kinetina (mg/l) 2,0 0,5 -
ANA (mg/l) 0,2 0,1 -
Caseina (mg/l)
Caseina hidrolizada
(mg/l) 3000 - -
Sucrosa (g/l) 30 30 30
Agar (g/l) 6 6 6
pH 5,0

Fuente: (Mgjia, 1994)
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Protocolo 2

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Yemas

Procedimiento:

Otras aternativas de medios de cultivo para clavel estan descritas en los cuadros 19 y
20.

Cuadro 19. Medio para € cultivo clavel Cuadro 20. Medio modificado KANO'S

[, 11 I
Componentes Establecimiento, _HI ) Componentes | Establecimien _ ”_ .
Multiplicacion Enraizamiento o Multiplicacion

Hyponex

MS Completo Completo (mg/l) 2000 2000
NH3NO3

BAP (mg/l) 1 - (mg/l) 100 100
MgSO,

AlA (mg/l) 0,1 0,1 (mg/l) 100 100
Fe-EDTA

Sucrosa (%) 3 2 (mg/l) 30 30
Piridoxina

Agar (%) 0,5 0,5 (mg/l) 4 4
AlA

pH=5,6 (mg/l) 0,1 -

AG;

Fuente:(Mgjia, 1994) (mgll) 10 -
ANA
(mg/l) - 1
BA
(mg/l) - 1
Sucrosa(g) |30 30
Ager (9) 6 6

pH=5,7

Fuente: (Mgjia, 1994)
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Protocolo 3

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Apices de 10-15 cm de largo.

Temperatura: 22 °C

Procedimiento:

Segun Mejia (1994), los apices del clavel estan cubiertos por muchas hojas, por lo tanto
no es necesario desinfectarlo. Sacar las hojas de los claveles y luego colocaren el medio
modificado de Kano'S, después de 2 meses trasplantar las plantulas a invernadero, bajo

sombray con riego por nebulizacién intermitente durante 10 dias.

14. COCO, Cocos nucifera. Arecaceae.

Fuente:(Ramirez, 2008)
Descripcion

El cocotero (Cocos nucifera), es una especie de palmera que pertenece a la familia
Arecaceae. Su tronco es un espite no ramificado. En su extremo superior o &pice
presenta un grupo de hojas que protegen e Unico punto de crecimiento o yema terminal
gue posee la planta. Sus hojas son de tipo pinnada y estédn formadas por un peciolo que
cas circunda € tronco, €l largo de la hoja puede alcanzar los 6 metros. El fruto es una
drupa monosperma, formado por una epidermis lisa, con un solo hueso que puede pesar
de 1 al Y% kg rodeado de un mesocarpo fibroso y espeso del cual se extrae fibra
(Ramirez, 2008).
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Protocolos de propagacion in vitro del coco

Protocolo 1

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Talosy cabezas de |os cotiledones de embriones germinados
Procedimiento:

A continuacion se detalla los medios para e cultivo de calo, y las etapas de

multiplicacion y enraizamiento parael cultivo de coco.

Cuadro 21. Medios para € cultivo de coco

[, 11
Componentes Cultivodecallo Multiplicacion, Enraizamiento
Medio Euwents Completo Completo
Vitaminas Sharp - Completo
Aguade coco (%) 12 12
ANA (mg/l) - o-7,5
NH4CI (mg/l) - 268
BAP (mg/l) 1,1 -
Sucrosa (%) 3 3
Agar (%) 0,7 0,7
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)

Protocolo 2

Fuente: (Borgues, Malaurie, Portales, & Calzadillas, 2008)

Explantes. Embriones cigoticos de semillas

Temperatura: 27 +1 °C

Humedad relativa: 76-80%

Procedimiento:

Desinfectar por inmersion en una solucion de hipoclorito de sodio a 1,6%.
Posteriormente enjuagar 3 veces con agua destilada estéril. Luego redizar la
desinfeccion nuevamente de las carotas en € laboratorio bgjo la cabina dd flujo
laminar, durante 20 min por una inmersién en una solucién de hipoclorito de sodio a

1,6%. Enjaguar nuevamente 3 veces con agua estéril. Finalmente, realizar la extraccion
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de los embriones y su desinfeccion durante 5 min por inmersion en una solucion de
hipoclorito de sodio a 1,6% seguida de 3 enjuagues con agua destilada estéril. Luego
pasar a un medio de cultivo compuesto por las sales macronutrientes y micronutrientes
de Eeuwens, FEEDTA (5 mg/l),vitaminas de Morel y Wetmore (1 mg/l), biotina (0,1
mg/l), mio-Inositol (100 mg/l), &cido ascoérbico (100 mg/l), fosfato de sodio ( 310 mg/l),
sulfato de adenina (30 mg/l), sacarosa 60 ¢/l , y ajustar el pH a5 agregar agar 7 g/l , y
finalmente carbon activado (2 g/l) con agitacion constante, colocar los embriones

cigoticos arazon de uno por frasco de cultivo.

15. DURAZNERO, Prunus persica. Rosaceae

f?| - v

Descripcién

El duraznero (Prunus persica), pertenece ala familia Rosaceae. El &rbol de Durazno es
de tamafio medio (3 a5 m de atura). La extension de sus ramas alcanza alrededor de 15
metros cuadrados. Posee hojas lanceoladas, aternas y ligeramente aserradas, su fruto es
una drupa. Su pericarpio generalmente es pubescente, el mesocarpio es carnoso, con

buen contenido de jugo y azlcar (Enriquez, 2001).

Pr otocolos de propagacion in vitro del duraznero

Protocolo 1

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Apices (1.5 cm de largo).
Temperatura: 26 °C

Procedimiento:

A . 5 T thi ) hase th
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Sumergir los explantes en lgiia a 15% por 30 min, luego enjuagar 4 veces en agua
destilada estéril. Cortar 0.5 cm antes de colocar en medio (I, 11) con Gelrite descrito en
el cuadro 22. Luego que obtenga brotes pasara al medio |11 para su enraizamiento.

Cuadro 22. Medio para € cultivo del duraznero

[, 11
Componentes Establecimiento, Il
Multiplicacion | Enraizamiento
KNOs (mg/l) 2,500 1,300
MgS0.,.SO. (mg/l) 190 190
(NH4)2.S04 (mg/l) 270 135
CaCl,.2H,0 (mg/l) 150 150
NaH>PO4.H>0O (mg/l) 150 150
MnS,.H-O (mg/l) 20 20
ZnS0,4.5H,0 (mg/l) 2,0 2,0
CuS0O4.5H,0 (mg/l) 0,05 0,05
K1 (mg/l) 0,75 0,75
CoCl>.6H20 (mg/l) 0,03 0,3
HsBOs (mg/l) 4,5 4,5
Na:M00..2H,0 (mg/l) 0,06 0,06
FeS0..7H,0 (mg/l) 28,0 28.0
Na.EDTA (mg/l) 37,2 37,2
Piridoxina (mg/l) 2,0 2,0
Inositol (mg/l) 25,0 25,0
IBA (mg/l) 0,01 1
BA (mg/l) 6,0 0,01
Gdrite (g/l) 2,0 2,0

Fuente: (Mgjia, 1994)
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Protocolo 2

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Semillas de durazno

Procedimiento:

Esterilizar las semillas de durazno desprovistas del endocarpio, en acohol 95% durante
2 min y luego tratar con hipoclorito (9-12%) més 0.1% de tween-20 durante 30-60 min,
luego enjaguar 3 veces 0 més con agua destilada estéril.

Sembrar las semillas asépticamente en tubos con 40 ml de medio nutritivo gelificado
(KnoP-Héller).

Cuadro 23. Medio para € cultivo de semilla del durazno

I
Componentes Establecimiento
Medio Knop:
Ca(NOs3),.4H,0 (mg/l) 500
KNOs (mg/l) 125
MgSO,4.7H.0 (mg/l) 125
KH2PO4 (mg/l) 125
pH=5,5-5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)

Unavez que las plantulas estén desarrolladas, extraer del tubo, lavar sus raices con agua
afin de eliminar restos del medio de cultivo. Luego llevar a macetas que contengan un
sustrato arenalturba (50%-50%), este sustrato debe ser autoclavado. Cubrir las plantulas
en las macetas con una bolsa de polietileno o con un frasco de vidrio para reducirlos
efectos de |a deshidratacion.

Protocolo 3

Fuente: (Azpeitia, Zapata, & Nava, 1993)

Explantes. Secciones nodales

Procedimiento:

Desinfectar el material vegetativo con agua y detergente; posteriormente, en campana
de flujo laminar desinfectar los explantes con etanol a 70% durante 5 minutos, luego
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pasar por Cloralexal 80% por 5 minutos y tres lavados con agua bidestilada estéril.
Luego pasar los explantes a un medio de AP (Almehdi y Parfitt, 1986) suplementado
con 6 mg/l de BAP, 0.01 mg/l de &cido indolbutirico (IBA), 0.01 mg/l de &cido
giberélico (AG3) y 30 ¢/l de sacarosa con 7 g/l (0.7%) de Agar-Agar y gjustar € pH a
5.7. Una vez que los medios de cultivo estén esterilizados proceder a sembrar €
material vegetativo en frascos Gerber

Para la etapa de multiplicacion usar € medio de Almehdi y Parfitt (1986) en estado
solido. Esta etapa dura 60 dias, a medio suplementar con BAP 4 mg/l, IBA 0,01(mg/l)
y AGz 0.1 mg/l. El pH del medio y la cantidad de sacarosa es igual que la etapa de
establecimiento.

El medio de cultivo para esta etapa de enraizamiento también debe usar € AP
suplementado por una auxina (IBA o acido naftalenacético (ANA) a 20uM, y 30 g/l de
sacarosa, y Agar -Agar (0.65%). El tiempo de duracion para esta etapa es de 30 dias.

16. ESPINACA, Spinacia oleracea. Amaranthaceae

Fuente: (Huerto Natural, 2010)
Descripcion
La espinaca (Spinacia oleracea), pertenece a la familia Amaranthaceae. Esta especie
forma una roseta de hojas de la que posteriormente emite e tallo. Sus flores se
desarrollan sobre los talitos laterales que dan lugar a ramificaciones secundarias. Su
sistemaradicular es pivotante y poco ramificado. Su tallo es erecto de entre unos 30 cm
almdelongitud en €l que se sitlian las flores (Huerto Natural, 2010).
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Protocolos de propagacion in vitro de la espinaca

Protocolo 1

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Hojas

Temperatura: 20+ 3 °C.

Procedimiento:

Utilizar hojas para desarrollar callos en medios de estadio | y 11, descritos en €l cuadro

24 cultivados tanto en oscuridad luego en fotoperiodo de 10 h.

Cuadro 24. Medios para € cultivo dela espinaca

| I Il
Componentes| Establecimiento | Multiplicacion | Enraizamiento
MS Completo Completo Completo
Kinetina
(mg/l) 2 2,0 -
AG; (mg/l) - 1,0 -
2,4-D (mg/l) 1 0,01 -
IBA (mg/l) - - 1,0
Sucrosa (%) 3 3 3
Agar (%) 0,8 0,8 0,8

Fuente: (Mgjia, 1994)

Protocolo 2

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Pedazos de hoja

Temperatura: 22+ 3°C

Procedimiento:

Desinfectar con etanol a 70% por 30 s, luego con NaClO a 1% (clorox 20%) por 5
min, enjaguar 3 veces con agua destilada estéril, pasar los explantes a medio de
establecimiento | que se describe en el cuadro 24, después de 8-12 semanas, |0s brotes
subcultivar en medio fresco (regeneracion de brotes). Transferir los brotes al medio de

enrai zamiento.
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Cuadro 25. Medios para € cultivo de le espinaca

Regeneracion
Componentes Induccion Callos Brotes Enraizamiento
MS Completo Completo Completo
Inositol (mg/l) 100 100 -
Tiamina (mg/l) 04 04 -
Acido nicotinico (mg/l) 0,5 0,5 -
Piridoxina (mg/l) 0,5 0,5 -
Kinetina (mg/l) 2 2 -
2,4D (mgll) 05 0,01 -
AGsz (mg/l) - 1,0 -
Phytagel (%) - - 0,8
Agar (g/l) 0,8 0,8 -
Sucrosa (g/l) 3 3 3
pH 5,8

Fuente: (Mgjia, 1994)

17. EUCALIPTO, Eucalyptus spp. Myrtaceae

WA ok VG
Fuente:(Ortiz, 2007)

Descripcién

El eucalipto (Eucalyptus spp.), pertenece a la familia Myrtaceae. Este arbol posee un
tronco recto y cilindrico, su corteza exterior es marron clara y se desprende a tiras
degando manchas grises 0 parduscas sobre la corteza interior, tiene hojas sésiles,
ovaladas y griséceas, de un color verde azulado brillante, esta provisto de flores blancas

y solitarias, posee un fruto en forma de capsula con semillas pequeiias (Vinueza, s.f.).
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Protocolos de propagacion in vitro del eucalipto

Protocolo 1

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes. Segmentos de tallos con 2 a 3 nudos

Luz: Los primeros 5 dias se mantienen los cultivos en oscuridad y después en luz 16
h/dia.

Temperatura: 25 °C

Procedimiento:

Desinfectar los segmentos de tallos con HgCI2 a 0.2% por 15 min con 2-3 gotas de
tween-20 por 100 ml. Luego redizar 5 enjuagues con agua desionizada estéril luego
pasar los explantes a medio | descrito en el cuadro 26.

Después de 4 semanas pasar al medio 11 de multiplicacion. Transferir los tallos menores
de 20 mm a medio inicial de enraizamiento (medio Il1), los cultivos se degan en
oscuridad por 72 h'y después pasar ailuminacion de 16 h por dia.

Luego trasplantar las plantulas in vitro en sustrato compuesto de arena, corteza y perlita
(2:/:1) viviv.

Cuadro 26. Medios para € cultivo del eucalipto

Componentes ! ! .
Establecimiento | Multiplicacion | Enraizamiento

SaesMS 1 1 12
Vitaminas MS 1 1 1
PVP-40 (g/l) 1 1 1
BA (mg/l) 0,1 0,2 -
Pantotenato Ca (mg/l) - 0,1 0,1
Biotina (mg/l) - 0,1 0,1

Inositol (mg/l) - 100 100
ANA (mg/l) - 0,01 -
IBA (mg/l) - - 2
Sucrosa (g/l) 20 20 15
Gdrite (g/l) 2 2 2

pH 5,8

Fuente: (Mgjia, 1994)
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Protocolo 2

Fuente:(Castro & Sanchez, 2010)

Explantes: Segmentos nodales

Procedimiento:

En camara de flujo laminar, realizar unainmersion en etanol al 70% durante 1 minuto y
luego sumergir en hipoclorito de sodio al 1% (v/v) con una gota de tween 20 durante 15
minutos finalmente lavar los explantes tres veces con agua destilada estéril y luego
sembrar en e medio de cultivo. Usar e medio Murashige y Skoog, 1962 (MS),
adicionar 0,1 mg/l de BAP, sacarosa 30 ¢/l, &cidos citrico y ascorbico 50 mg/l cada uno,
vitaminas MSy agar 2,4 g/I. Ajustar el pH del medio de cultivo a 5,8+0,1 con 0,1N de
KOH y posteriormente, esterilizar a 121 °C durante 20 minutos. Después incubar 10s
explante en condiciones de completa oscuridad durante un periodo de 30 dias.

Utilizar los brotes que contengan un par de hojas, para pasar a la etapa de
multiplicacion, usar € medio descrito para la etapa de establecimiento, con la
modificacién del regulador BAP con una concentracion de 0,25 mg/l. Incubar los
explantes en condiciones de total oscuridad durante 30 dias con una temperatura de 28
°C.

Para la etapa de enraizamiento usar los brotes de entre 1-2 cm de longitud y sembrar en
el medio de cultivo, compuesto por las sales minerales y vitaminas del MS, y la auxina
AIB 1,0 mg L-1. Incubar los brotes a una temperatura de 24 °C y un fotoperiodo de 12
horas luz y 12 horas oscuridad.

En la etapa de aclimatacién usar como sustratos arenay turba.

18. FRIJOL, Phaseolus vulgaris. Fabaceae

Fuente: (Rignanese, 2008)
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Descripcion

El frijol (Phaseolus vulgaris), pertenece a la familia Fabaceae. Tiene una flor de color
lila o color crema, frecuentemente en la misma poblacion, sus hojas son aternas,
pecioladas, compuestas con 3 hojitas ovadas a rombicas, con € apice agudo; en la base
de cada foliolo se encuentra un par de diminutas estipulas, esta especie puede llegar a
alcanzar unos 20 cm de largo, a veces cubiertos de pelillos; posee semillas globosas,
variables (Isely, 1990).

Protocolos de propagacion in vitro del frijol

Protocolo 1

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes. Semilla.

Procedimiento:

Desinfectar, la semilla con NaOCl 1% durante 15 min, .luego enjuagar con agua
destilada estéril por 3 veces, implantar en el medio |. Aisar las yemas de plantas de 10
dias de edad y cultivar en medio 1. Luego transferir los micronudos por 2 diasen I11-A,
y de aqui pasar a medio I11-B, dgjar aqui por 20 dias, finamente trasplantar en musgo

para su aclimatacion.

Cuadro 27. Medios para € cultivo del frijol

[l

Componentes ! ! Enraizamiento

Establecimiento | Multiplicacion A 5
MS Completo Completo | Completo | Completo
BAP (UM) - 20 - 1
AIB,ANA o0 AIA

(UM) - - 56 -
Sucrosa (%) - 2 2 2

Agar (%) 0,6 0,6 0,6 0,6

pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)
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Protocolo 2

Fuente: (Quintero & Espinosa, 2010)

Explantes: Semilla

Procedimiento:

Desinfectar las semillas con cloro y HCl 12N (v/v) en un desecador. El medio (IMM)
consiste en GM (Gamborg et a., 1968) o MS (Murashige y Skoog, 1962) adicionado
conmio-inositol (100 mg/l), piroxidina (1 mg/l), tiamina (10 mg/l), sacarosa (2 %),
Phytagel (2.8 mg/l), bencilaminopurina-HCI (10 mg/l) y gjustar e pH a 5.8 con NaOH
IN.

Después remover los meristemos apicales y radiculares y cultivar 10s gjes embrionarios
en e mismo medio. Luego transferir a IMM fresco cada dos semanas hasta la
diferenciacion de las yemas.

Usar e medio (ERM) con los mismos componentes que € IMM, sin reguladores de
crecimiento. Transferir las yemas con brotes diferenciados a ERM para su completo
desarrollo, elongacién y enraizamiento.

Aclimatar las plantulas regeneradas in vitro y cultivar en invernadero a 22-25 °C,
fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad

19. FRUTILLA, Fragaria ananassa. Rosaceae

Fuente: (Carson, 2005)

Descripcién

La frutilla (Fragaria ananassa), pertenece a la familia Rosaceae. Esta especie es un
falso fruto que consta de minusculas pepitas sobre un receptaculo carnoso es perenne,
de hojas ovadas, de color verde oscuro en € haz y blancas por e envés. Poseen flores

rosas o blancas de cinco pétalos (Bouzon, 2014).
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Protocolos de propagacion in vitro dela frutilla

Protocolo 1
Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes. Meristema de yemas apicales y laterales (0.5 mm) de brotes jovenes

Procedimiento:

Remover los brotes y lavar en agua destilada con tween 20 a 0.1% por 5 min. Remover

en lgjia 1/10 por 5 min, luego sumergir en lgjia /10 por 10 min. Enjaguar 2 veces en

agua destilada estéril por 10 s cada uno. Colocar en papel toalla estéril dentro de una

placa petri y bajo estereoscopio extraer €l meristema en condiciones asépticas luego

colocar en e medio (I, Il) para la etapa de establecimiento descrito en e cuadro 28.

Finalmente pasar a medio |11 de enraizamiento.

Cuadro 28. Medio para el cultivo de Fragaria spp.

Componentes [, 11 [l
Establecimiento, Multiplicacion Enraizamiento

SaesMS Completo -
Inositol (mg/l) 100 100
Tiamina (mg/l) 04 04

BA (mg/l) 1,0 -

AGs(mg/l) 0,5 -
NH4NOs(mg/) - 400
KNOsz(mg/l) - 480
NaH2PO..H,O(mg/l) - 380
CaCl,.2H,0 (mg/l) - 440
MgSO..7H,O (mg/l) - 370

Sales menores MS (mg/l) - Completo

Hierro MS (mg/l) - 65,1
AIB(mg/l) - 1,0

Sucrosa (%) 3 3

Carbon activado (g/l) - 600,0
Gdrite (%) 0,3 0,3
Agar (%) 0,1 0,1
pH 5,3

Fuente: (Mgjia, 1994)
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También puede utilizar los medios descritos en el cuadro 29, para e establecimiento,

multiplicacion y enraizamiento.

Cuadro 29. Medio para €l cultivo de Fragaria spp

[, 11 [l
Componentes Establecimiento, M ultiplicacion Enraizamiento
SaesMS Completo Completo
Inositol (mg/l) 100 100
Ac. Nicotinico(mg/l) 0,5 0,5
Pridoxina (mg/l) 0,5 0,5
Tiamina (mg/l) 04 0,4
BA (mg/l) 1,0 -
IBA(mg/) - 1,0
Sucrosa (g/l) 30 30
Agar (g/l) 6 6
Carbdn (g/l) - 0,8
pH 5,7

Fuente: (Mgjia, 1994)

Protocolo 2

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Apicesdetallo

Procedimiento:

Para la etapa de establecimiento utilizar € proceso de desinfeccién indicado en €
protocolo 1 para Fragaria spp, y proceder a utilizar los medios descritos en € cuadro
30.
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Cuadro 30. Medios para € cultivo de fresas

Componentes Iniciacion | Multiplicacién | Enraizamiento
I [ [l
Nutrientes inorganicos:
KNOs(mg/) 250 250 250
MgS0..7H.O(mg/l) 250 250 250
KH2PO.(mg/l) 250 250 250
Ca(NO3),.4H,0(mg/l) 1000 100 1000
Kl(mgl/l) 0,83 0,83 0,83
HsBOs(mg/l) 6,2 6,2 6,2
MnSO..4H,O(mg/l) 16,9 16,9 16,9
ZnS0O4.7H,O0(mg/l) 8,6 8,6 8,6
Na.M00.2H,0(mg/l) 0,25 0,25 0,25
CuS0..5H,0(mg/l) 0,025 0,025 0,025
CoCl2.7H20(mg/l) 0,025 0,025 0,025
FeSO,.7H.O(mg/l) 27,8 27,8 27,8
Na.EDTA(mg/l) 37,3 37,3 37,3
Nutrientes organicos:
Inositol (mg/l) 100 100 100
Ac. Nicotinico(mg/l) 0,5 0,5 0,5
Piridoxina(mg/Il) 0,5 0,5 0,5
Tiamina(mg/l) 0,1 0,1 0,1
Glicina(mg/l) 2 2 2
Reguladores de crecimiento :
BAP(mg/l) 0,1 0,1 -
IBA(mg/l) 1 1 1
AGs(mg/l) 0,1 0,1 -
Glucosa (%) 4 4 4
Agar (%) 0,8 0,8 0,8
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)
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Protocolo 3

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Apicesdetallos

Temperatura: 25 °C; para mantener en conservacion es 0-3° durante 6 meses.
Procedimiento:

Aislar los meristemas a partir de apices de tallos de 2--3 cm de longitud, luego lavar €
segmento para eliminar particulas de tierra, desinfectar en solucion de NaClO diluido en
aguade 5 a 10 veces por min. Extraer el meristemo bajo microscopio estereoscopico.
Luego cultivar el meristema en un medio Hyponex (N-P-K: 6.5-6-19) ala concentracion

de 3 g/l + sucrosa 20 g/l + agar 8 g/l; alos 2 meses aparecen |las plantulas.

20.GERANIO, Pelargonium spp. Geraniaceae

Fuente: (Sierra, 2009)

Descripcién

El geranio (Pelargonium spp), pertenece alafamilia Geraniaceae, y comprende unos 11
géneros con mas de 400 especies.

El género Pelargonium posee una flor con siete estambres y de tipo zigomorfo, es decir
con la corola de formairregular porque e sépalo posterior se desarrolla para formar una
larga espuela soldada a pedunculo floral (Elicriso, 2000), esta especie hormamente

crece de 30-50 cm de atura.

Protocolo de propagacion in vitro del geranio

Protocolo 1
Fuente: (Mgjia, 1994)
Explantes: Apicey segmentos de peciolo.

Procedimiento:
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Utilizar los apices y segmentos de peciolo para producir plantulas de geranio utilizando

los medios descritos en el cuadro 31, y 32.

Cuadro 31. Medio para € cultivo de geranio (segmentos de peciolo)

Componentes o 1 S _ ' _
Establecimiento, Multiplicacion | Enraizamiento
MS Completo 12
Zeatina (mg/l) 1 -
Kinetina (mg/l) - 0,01
AIA (mg/l) - 0,1
Sucrosa (%) 3 3
Agar (%) 0,6 0,6
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)

Cuadro 32. Medios para € cultivo de geranio (Explante de pices)

[, 11
Componentes Establecimiento, _”I _
Multiplicacion =nraizamiento
MS Completo Yo
NH4NOs (mg/l) 825 -
NaH>PO4.H-O (mg/l) 150 -
SO, Adenina (mg/l) 50 -
Kinetina (mg/l) 4 0,01
AIA (mg/l) 2 0,1
AG; (mg/l) 1 -
Carb6n activado (g/l) 1 -
Sucrosa (%) 3 3
Agar (%) 0,6 0,6
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)

= SOoLuD
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21. GUANABANA, Annona muricata. Anonaceae.

Y (il 7]

e ’a ::‘.._.. ¥/,

Descripcion

La guandbana (Annona muricata), pertenece a la familia Anonaceae. Es una planta
arbdrea, de hoja perenne, presenta corona poco ramificada y hojas alargadas y medio
ovaladas terminadas en punta, las flores son oblongas de color verde claro y tienen tres
sépalos y tres pétalos, posee una fruta grande, de cascara delgada y pulpa blanca y
resbal adiza con sabor dul ce con semillas negras brillantes(Martinez, 2011).

Protocolo de propagacion in vitro de la guandbana

Protocolo 1

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Semillas

Temperatura: 24+ 2 °C

Procedimiento:

Desinfectar con etanol a 50% por 1 min y enjuagar con agua destilada. Escarificar la
semilla 'y desinfectar la superficie con HgCI2 a 0.1% (p/v) por 5 min, luego enjuagar
continuadamente con agua destilada estéril por 10 min; luego poner a germinar
asepticamente en medio G.

Una vez obtenidos los explantes hipocétilos (1 cm) son escindidos de las plantulas de
10-15 dias después de la emergencia de la radicula 'y luego cultivar en medio |. Luego
pasar a medio Il.

Los tallos escindidos (1-2 cm de largo) transferir a medio |11 de enraizamiento, donde

se desarrolla 2-6 raices en 30-35 dias.
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Después de 60-70 dias, incubar en temperatura de cuarto (27-29 °C), durante este
tiempo ocurre e endurecimiento. Después de 35-40 dias estas son nuevamente

trasplantadas en una mezcla de arena y guano 1:1.

Cuadro 33. Medios para € cultivo de guanadbana

Componentes G [, 11 1
medio para Establecimiento, | Enraizamiento
germinar semilla Multiplicacion
MS Yo Completo 12
BAP (uM) - 0,9 -
ANA (UM) - 0,54 -
IBA (UM) - - 9,8
Sucrosa (g/l) - 30 20
Agar (g/l) 8 8 7
pH=5,7

Fuente: (Mgjia, 1994)

22. GUAYABO, Psidium guajava. Myrtaceae
-._.-:‘5__::..':'..

Descripcion

El guayabo (Psidium guajava), es un arbusto siempre verde de la familia Myrtaceae.
Este abol puede adcanzar 7 m de atura, escasamente ramificado, posee hojas
aromaéticas, opuestas, enteras, de 4-8 cm de longitud, con los nervios prominentes en la

cara inferior, estd provisto de flores blancas, vistosas, en grupos de 1-3; estambres
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numerosos, dispuestos sobre un disco ancho, tiene un fruto carnoso de forma y tamafio
variables (Graveson, 1999).

Protocolos de propagacion in vitro del guayabo

Protocolo 1

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Apicesy semillas.

Temperatura: 25+ 2 °C

Procedimiento:

Desinfectar los gpices con NaClO a 10% por 10 min 'y luego enjaguar. Con relacion a
la semilla, lavar con alcohol 96% por 3 min y luego desinfectar con clorox 20% por 15
min y finalmente enjaguar asépticamente con agua destilada estéril.

Luego colocar alos explantes en el medio I, siguiendo la etapa Il y finalmente pasar al
medio |11 de enraizamiento descritos en el cuadro 35.

Los brotes enraizados son establecidos en musgo y después de 2 semanas transferir a

invernadero.
Cuadro 35. Mediospara € cultivo de guayabo
I I Il
Componentes
Establecimiento | M ultiplicacion | Enraizamiento
Medio OM Completo Completo Completo
BAP (mg/l) 2 2 -
ANA (mg/l) - - 0,5
Sucrosa (g/l) 30 30 30
Agar (g/l) 6 6 6
pH=5,8

Fuente: (Mgjia, 1994)

El cuadro 36, describe otros medios que puede utilizar para e establecimiento,

multiplicacion y enraizamiento del cultivo de guayabo.
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Cuadro 36. Medio para € cultivo de guayabo

Componentes ! X !
Establecimiento | Multiplicacion| Enraizamiento
MS Completo Completo Completo

BAP (mgl/l) 0,01 1,0 -
AG; (mg/l) - - -

2,4-D (mg/l) - - 1,0

PVP (%) 0,5 0,5 0,5
Sucrosa (%) 2 2 2

Gdrite (%) 0,2 0,2 0,2
Agar (%) - - -

pH= 5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)

El cuadro 37, describe otros medios que puede utilizar para € establecimiento,

multiplicacion y enraizamiento del cultivo de guayabo.

Cuadro 37. Medio para € cultivo de guayabo

Componentes o o o _”I _
Establecimiento, Multiplicacion | Enraizamiento
MS Completo Yo
BAP (mg/l) 1,0 -
IBA (mg/l) - 0,2
ANA (mg/l) - 0,2
Carbon Activado (g/l) - 1,0
Sucrosa (%) 3 3,0
Agar (%) 0,6 0,6
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)
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Protocolo 2

Fuente: (Concepcion, Népoles, Pérez, Perata, & Trujillo, 2004)

Explantes: Yemas

Procedimiento:

Desinfectar en una solucién de PVP (0,5%), luego someter con bicloruro de mercurio
(0,05%) durante 20 minutos, luego lavar con abundante agua destilada estéril.

Posterior a la desinfeccion, colocar los brotes de aproximadamente 2,0 cm de altura en
frascos de cultivo que contienen 25 ml de medio de enraizamiento MS (Murashige y
Skoog, 1962) sin reguladores del crecimiento e incubaren camara de luz artificial y un
fotoperiodo de 16 horas luz a unatemperatura de 26x1 °C.

Colocar las hojas intactas separadas por e peciolo en recipientes de cultivo que
contengan 25 ml de medio de cultivo MS suplementado con écido indol-3-acético,
(AlA) a0,1 mg/l y BAP a0,75 mg/l).

23. HABA, Vicia faba. Fabaceae

Fuente: (Fernéndez, 2012)

Descripcion

El Haba (Vicia faba) es una planta anual perteneciente a la familia Fabaceae, esta
provista de raices profundas, penetrantes, mas 0 menos erguidas, a menudo sin rizomas,
posee hojas de color verde, lisas y cerosas, alternas, presenta en su base un par de
estipulas de escaso tamafio, generamente dentadas y estd compuesta por dos a seis
foliolos ovales, sus flores se originan en las axilas de las hojas y son de color blanco
ligeramente violaceo, con manchitas negras sobre las alas, estd conformada por cinco

pétalos. Las vainas son aargadas, rectas, carnosas, presentan un interior esponjoso, de
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color blanco que se encuentra en disposicién muy diversay en nimero de uno a cinco

por hudo. Ademés es carnoso, de color verde en estado tierno(Anangono, 2006).

Protocolo de propagacion in vitro del haba

Protocolo 1

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explantes: Semillas, Apices de tallos (30-50 mm)

Temperatura: 14-18 °C

Procedimiento:

Sumergir las semillas en etanol a 70% por 5 min y desinfectar superficialmente por 30
min con un blanqueador comercia suplementario con 1 gota de tween-80, éstas se
enjuagan 3 veces con agua destilada estéril y dejar germinar en medio agar (0.8% p/v)
en recipientes de vidrio e incubar a 18 °C en la oscuridad. Después de la germinacion
(5-7 dias) colectar las plantulas para€ inicio del cultivo in vitro.

Cortar los apices de talos (30-50 mm), asépticamente y cultivar en tubos en medio .

Posteriormente cultivar en e medio (I1, 111) descritos en el cuadro 39.

Cuadro 39. Medios para € cultivo de haba

Componentes ! A
Establecimiento Multiplicacion, Enraizamiento
Macroelementos M S % (Excepto N) 1/2 (Excepto N)
Microelementos MS Completo Completo
Vitaminas M S Completo Completo
BAP (mgl/l) - 4
mioinositol (mg/l) 100 100
KNO; (mg/l) 950 950
NH4NOs (mg/l) 825 825
Carbon activado (g/l) 10 10
Sucrosa (% p/v) 2 2
Agar (Yoplv) 0,8 0,8
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)
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24. HIGO, Ficuscarica. M oraceae

Fuente: (Radivo, 2008)

Descripcion

El higo (Ficus carica), pertenece alafamilia Moraceae. Es un arbusto pequefio de hasta
5 m de atura, con un tronco tortuoso de corteza lisa, grisacea, muy ramificado, con
ramas extendidas, de un color pardo verdosa. Las hojas tienen un limbo de hasta 35x28
cm, con un apice obtuso, € margen ondulado, tiene un peciolo de hasta 6 cm. Posee
flores que se retinen en un receptaculo subgloboso, tienen un perianto de 3 piezas, esta
formado por frutos, aguenios, se disponen en una infrutescencia, de color verde, més o

menos amarillento o purpureo, carnoso, suculento y dulce (Menéndez, 2008).

Pr otocolos de propagacion in vitro del higo

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explantes. Esguejes de dpices

Temperatura: 25+ 2 °C.

Procedimiento:

Tratar los explantes con 0.1% de Cloruro de mercurio por 3 min lavar varias veces con
agua destilada estéril y colocar en medio nutritivo (1, 11).

Después de 6 semanas, transferir las plantulas a medio Il para € enraizamiento y
mantener en oscuridad hasta 1 semana, luego trasplantar las plantulas en macetas

conteniendo vermiculita
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Cuadro 40. Medios para € cultivo de Higo

Componentes o '
Establecimiento, Multiplicacion | Enraizamiento
SaesMS Completo Completo
ANA (mg/l) 0,18 0,5
AG; (mg/l) 0,03 -
BAP (mg/l) 0,1 -
IBA (mg/l) - 0,5
Sucrosa (g/l) 30 30
Agar (d/) 08 0,8
pH=5,6
Fuente: (Mgjia, 1994)
Protocolo 2

Fuente: (Flores, Jiménez, & Chacon, 2009)

Explantes: Estacas

Procedimiento:

Lavar las estacas con agua y jabon liquido, luego sumergir en una solucion de 6 g/l de
benomil (50 %), 6 g/l de sulfato de gentamicina (2 %) y de clorhidrato de oxitetraciclina
(6 %) y 3,5 g/l de dimetil tiocarbamato (76 %) por un periodo de 90 minutos.
Posteriormente realizar tres enjuagues con agua destilada estéril y una segunda
desinfeccion con hipoclorito de calcio a 4 % por un periodo de 10 minutos en la camara
de flujo laminar. Realizar nuevamente tres enjuagues con agua destilada estéril y
mantener 10s explantes en una solucion de &cido ascorbico (600 mg/l).

Para |a etapa de establecimiento utilizar e medio Murashige y Skoog (1962) a la mitad
de sales minerales, 30 g/l de azlcar, Bencilaminopurina (BAP) 1 mg/l, acido ascorbico
300 mgl/l, ciprofloxacina 175 mg/l y phytagel 3,5 g/l y de pH 5,7, a una temperatura de
25 °C y un fotoperiodo de 16 horas de luz, durante un periodo de doce dias.
Posteriormente, durante un mes, subcultivarlos explantes en el medio de inoculacion
eliminando el antibidtico (ciprofloxacina) y e antioxidante (&cido ascoérbico), bajo las
mismas condiciones de incubacion.

Una vez que las vitroplantas presentan un buen desarrollo radicular trasadar al
invernadero en donde se siembran en pequefios cilindros de turba prensada en una

malla.
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25. JENGIBRE, Zingiber officinale. Zingiberaceae

P £ 7"

Fuente: (Zell, 2010)

Descripcion

El jengibre (Zingiber officinale), pertenece a la familia Zingiberaceae. Esta especie es
erguida perenne que crece hasta alcanzar una altura de 60-120 cm, posee hojas estrechas
con pequeiias flores amarillas y violetas, esta provista de una raiz o rizoma, de forma
nudosay dura puede tener dos centimetros de didmetro (Botany, s.f.).

Pr otocolos de propagacion in vitro del jengibre

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explantes: Y emas provenientes de rizomas.

Temperatura: 27 + 2 °C.

Procedimiento:

Desinfectar con hipoclorito de sodio 0.5% (10% de clorox) por 10 min y enjaguar 2
veces con agua destilada estéril, luego volver a eliminar las hojas escamosas y también
remover la parte basal del ge antes de colocar en e medio. Cultivar las yemas de 2-3
mm en & medio (I, 1), luego pasar a medio Ill para su enraizamiento, descritos en el
cuadro 41.
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Cuadro 41. Medios para € cultivo dejengibre

Componentes [, 11 (Establecimiento, Multiplicacién) [11 (Enraizamiento)
MS Completo Completo
BAP (ppm) 1 -
ANA (ppm) - 1
Sucrosa (%) 2 2
Agar (%) 0,8 0,8
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)

26. KIWI, Actinidia deliciosa. Actinidiaceae

e . -
Py E -

Fuente: (Fernandez, 2012)
Descripcion

El kiwi (Actinidia deliciosa), pertenece a la familia Actinidiaceae, posee un fruto de
forma oval, con piel delgada de color verde parduzco y superficie vellosa, tiene una
pulpa de color verde y con diminutas semillas negras dispuestas en torno a un corazén
blanquecino, esta especie crece como una enredadera vigorosa y lefiosa a canzando los
9 metros de altura (Fernandez, 2012).

Pr otocolo de propagacion in vitro del kiwi

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explantes. Meristema

Luz: 16 h deluz; 8 h de oscuridad.

Temperatura: 23 °C.

Procedimiento:

Lavar los tallos con agua y tween 20 por 20 min, enjuagar y sumergir, en etanol a 78%

por 10 s, luego enjuagar nuevamente. Sumergir en solucion lgia 1/10 con 0.1% tween-
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20 por 15 min, luego enjuagar 3 veces en agua destilada estéril. Otra vez sumergir en

alcohol por 10 s, enjaguar 2 veces en agua destilada estéril. Escindir el meristema.

Luego colocar en e medio descrito en e cuadro 42.

Cuadro 42. Medios para € cultivo de Kiwi

Componentes I_ ) . ”_ ) _”I _
Establecimiento | Multiplicacion | Enraizamiento
SaesMS Ya Completo Y%
NaHPO,.H.O (mg/l) 128 170 -
S0, Ad (mg/l) 60 80 -
Inositol (mg/l) 75 100 100
Tiamina (mg/l) 0,3 04 04
BAP (mg/l) 2,0 2,0 -
IBA (mg/l) 0,023 0,03 -
Sucrosa (%) 2,25 3,0 2,0
Agar (%) 0,7 - -
pH 57 50 5,7

Fuente: (Mgjia, 1994)

27. LECHUGA, Lactuca sativa. Aster aceae

Descripcion

La lechuga (Lactuca sativa) pertenece a la familia Asteraceae. Esta planta herbacea
gue posee hojas de color verde claro esté provista de flores amarillas en capitul os, que a
Su vez se agrupan en paniculas, con muchas bracteas, tiene un fruto aquenio (Tobon,
2008).
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Protocolo de propagacion in vitro delalechuga

Protocolo 1

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explantes. Segmentos apicales, yemas expandidas

Temperatura: 22,5 °C.

Procedimiento:

Cultivar a 22.5 °C por 2 semanas sobre medio basal Miller + 5.0 mg/L AIA= 0.5 mg/l
Kinetina para obtener el desarrollo de tallo, luego transferir amedio Miller 1 mg/l IBA
durante 2 semanas adicionales para el inicio del desarrollo radicular.

Trasplantar las plantulas, en vermiculitay luego a campo.

Cuadro 43. Medios para € cultivo de lalechuga

Componentes [, 11 [l
Establecimiento, Multiplicacion | Enraizamiento
Medio Miller

KNO; (mg/l) 1000 1000
NH4.NOsz (mg/l) 1000 1000
Ca(NOs)2.4H,0 (mg/l) 500 500
MgSO.7H,0 (mg/l) 72 72
KCI (mg/l) 65 65
KH2PO4 (mg/l) 300 300
MnSO.4H20 (mg/l) 6,5 6,5
ZnS04.7H,0 (mg/l) 2,7 2,7
HsBOs (mg/l) 1,6 1,6

K1 (mg/l) 0,8 0,8
NaFeEDTA (mg/l) 32,0 32,0

AIA (mg/l) 5,0 -
Kinetina (mg/l) 0,5 -
IBA (mg/l) - 1,0
Sucrosa (%) 2,0 2,0
Agar (%) 0,8 0,8
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)
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28. LIMON, Citruslimon. Rutaceae

Fuente: (Cuenca, 2012)

Descripcion

El limdn (Citrus limon) es un citrico que pertenece a la familia Rutaceae. Esta especie
es un arbusto pequefio de 3 a 6 m de altura con ramas irregulares de corteza verde y
provista de espinas cortas y fuertes. Las hojas son €elipticas, coriaceas de color verde
mate lustroso (5 — 10 cm), terminada en punta y con bordes ondulados o finamente
dentado. Las flores son muy olorosas, con los pétalos gruesos y de color blanco. El fruto
es ovoide, con una corteza de color amarillo pdido que puede ser rugosao lisa (AMPE ,
2008).

Protocolo de propagacion in vitro del limén

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explantes. Semillas

L uz: Mantener en oscuridad.

Temperatura: 24 °C.

Procedimiento:

Remover la cubierta seminal de las semillas y desinfectar en NaClO al 0.5% més tween-
20, enjuagar con agua destilada estéril y luego sembrar la semilla en medio de cultivo
para semilla.

Cuadro 44. Medio para € cultivo de citricos

Compuestos Para semilla
MS Completo
Sucrosa (%) 2
Agar (%) 1
pH=5,6

Fuente: (Méndez, 2011)
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Unavez obtenido las plantulas desarrolladas in vitro trasplantar las plantulas en macetas
gue contengan un sustrato mezcla de arenal turba (50%/50%) esterilizada en autoclave a

130 °C por 30 min, cubra con polietileno alas plantulas.

29. MANGO, Mangifera indica. Anacar diaceae

e
Fuente: (L6pez, 2014)
Descripcién
El Mango (Mangifera indica), pertenece a la familia Anacardiaceae. Es un érbol de
grandes dimensiones: Alcanza hasta 30 metros de ato y € tronco puede llegar mas de
dos metros de diametro. El tronco es de color marrdn oscuro. Sus hojas son aternas, de
15 - 20 centimetros de largo por unos 4 o 5 de ancho y tienen un color verde muy
intenso. Las flores son muy pequefias y de color rosado. Los frutos son ovoides,
grandes, y carnosos se disponen de una piel suave, cerosa ligeramente aromatica cuyo

color es verde antes de madurar y rojo intenso cuando lo hace (L6pez, 2014).

Protocolo de propagacion in vitro del mango

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explantes: Frutos inmaduros

Temperatura: 25 °C.

Procedimiento:

Desinfectar los frutos con una solucion de Benlate (14.2 g/l) (fungicida) por 20-30 min,
luego secar, después sumergir en clorox 20% (v/v) por 25 min. Remover las semillas
asépticamente y cultivar en cajas petri 60 x 15 mm colocando en e medio | descrito en
el cuadro 45.
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Remover las nucelas y pro embriones adventicias de las plantulas crecidas en € medio |

después de 1-2 semanas, luego cultivar en medio liquido y en agitacion a 100 rpm

conteniendo 2,4-D 2 mg/l, y agua de coco. Redizar mensuamente los subcultivos,

después de 3 meses transferir los callos nucelares en medio exento de hormonas (medio

paracallos) afin de inducir la embriogénesis somética.

Luego transferir a medio Il solido compuesto por BAP 1 mg/l, caseina hidrolizada 100

mg/l, extracto de mata 100 mg/l y agua de coco 10% (v/v), obteniendo después de

varias semanas embriones de mango.

Cuadro 45. Medios para € cultivo de mango

I NP C [
Componentes Establecimiento| Nucelasy embriones Callos | Multiplicacién
MacronutrientesM S 1/2 Y Completo Completo
FeNaEDTA (mg/l) 37,3 37,3 37,3 37,3
Glutamina (mg/l) 400 400 400 400
Ac. Ascorbico (mg/l) 100 100 100 100
2,4-D (mg/l) - 2 - -
BAP (mg/l) - - - 1
Caseina hidrolizada
(mg/l) - - - 100
Extracto de malta (mg/l) - - - 100
Agua coco (%) 20 - - 10
Sucrosa (%) 6 6 6 6
Agar (%) 0,8 - - 0,8
pH=5,6
Fuente: (Mgjia, 1994)
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30. MARACUYA, Passiflora edulis. Passiflor aceae

Fuente: (Adelan, 2013)

Descripcién

El maracuya (Passiflora edulis) pertenece a la familia Passifloracea, es una planta
trepadora, lefiosa, con tallos verdes. Sus hojas son trilobuladas. Posee flores solitarias y
axilares fragantes y muy vistosas, estas flores contienen 5 pétalos con 5 estambres, un
estilo tripartito y dos series de filamentos en corona de color purpura en labase y blanco
en el apice. Sus frutos son redondeados (Vésquez, Cérdenas, & Orozco, 2008).

Pr otocolos de propagacion in vitro del maracuya

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explantes. Puntas de brotes de 2 cm de longitud (tejidos juveniles)

Temperatura: 25+ 1 °C.

Procedimiento:

Desinfectar con NaOCI a 1% por 15 min con pocas gotas de detergente. Sembrar los
explantes en € medio |, después de 4 semanas, disectar en secciones nodalesy transferir
a medio I, después al medio del estadio |11, los medios estan descritos en el cuadro 46.

Cuadro 46. Medios para € cultivo de maracuya

I [ Il

Componentes| Establecimiento | Multiplicacion | Enraizamiento

MS Completo Completo Completo
Kinetina (UM) 10 10 -
BAP (uM) - 20 -
AIA (UM) 5 5 5
Sucrosa (g/l) 20 20 20
Agar (g/l) 8 8 8
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)
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Protocolo 2

Fuente: (Otahola & y Gonzalez, 2010)

Explantes. discosfoliares y yemas axilares.

Procedimiento:

Desinfectar los discos foliares y las yemas axilares lavando |os explantes con abundante
agua, posteriormente sumergir en una solucion de alcohol al 70% por un minuto, luego
pasar a una solucion con cloro comercia (5% de hipoclorito de sodio) en relacién 3:1
por 20 minutos. Luego realizar tres enjuagues con agua destilada estéril dentro de la
camara de flujo laminar, pasar |os discos y las yemas a un medio compuesto por Benzil
—amino-purina (1,5 y 2,0 mg.I-1 de BAP), Murashige y Skoog, con la adicion de 30 g/l
de sacarosa y solidificado con 7 g/l de agar, € pH gustar a 5,8. Finamente colocar los
explantes en completa oscuridad durante 15 dias y luego pasar en régimen de 15 horas
deluz y 9 horas de oscuridad, unatemperatura de 27+1 °C y unaintensidad de luz de 32
HEm?s1? (Otahola & y Gonzélez, 2010).

31. MELON, Cucumis melo. Cucurbitaceae

Fuente: (Nirmal, 2007)
Descripcién
El melén (Cucumis melo) pertenece a la familia Cucurbitaceae. Es una planta anual
herbacea, de porte rastrero o trepador. Posee un tallo principal que esta recubierto de
formaciones pilosas y presenta nudos en los que se desarrollan hojas, zarcillos y flores.
Su tallo puede llegar a medir hasta 5 metros. Esta provisto de hojas que tienen € limbo
ovalado, reniforme o pentagonal, dividido en 3-7 Iébulos con los margenes dentados.
Sus flores son solitarias, de color amarillo. Su fruta tiene una forma variable (esférica,
eliptica, ovalada, entre otros) (Soriano, 2012).
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Protocolo de propagacion in vitro del melén

Protocolo 1

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explantes: piezas de cotiledones a partir de la semilla madura.

Temperatura: 25 °C

Procedimiento:

Desinfectar las semillas maduras en una solucion de cloruro comercia a 5% por 25 min
y subsecuentemente enjuagar 3 veces con agua destilada estéril. Extraer los embriones
de la cubierta de la semilla y cortar los cotiledones en 2 piezas cuadradas de
aproximadamente 0,4 cm?. Luego cultivar |as piezas en el medio (1, I1) que esta descrito
en el cuadro 47 eincubar en € cuarto de cultivo a 25 °C.

Después de varias semanas, cuando se haya generado |a brotacion, pasar al medio (1, 1)
parainducir |a etapa de multiplicacion.

Luego de varias semanas trasladarlos brotes al medio |11 para su enraizamiento, debe
realizar de 1 a 2 subcultivos en dicho medio, para obtener un adecuado sistema

radicular.
Cuadro 47. Medios para d cultivo de melén
(1,11 11
Componentes Establecimiento, Multiplicacion Enraizamiento
MS Completo Completo
BAP (mg/l) 1 -
Sucrosa (g/l) 30 20
Agar (g/l) 8 8
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)
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32. MENTA, Mentha spp. Lamiaceae

Fuente: (Rignanese, 2005)

Descripcion

La Mentha (Mentha spp) es una planta herbacea perteneciente a la familia Lamiaceae
(Bunsawat, Elliott, Hertweck, Sproles, & Lawrence, 2004). Es un género con tallos
erectos, cuadrangulares muy ramificados, que puede alcanzar una atura de 80 cm que
nace de un rizoma subterraneo del que brota un extenso sistema radicular. Sus hojas
son opuestas pecioladas, lanceoladas 0 agudas, con bordes aserrados, de color verde
oscuro en la cara superior y mas claro en la inferior. Posee flores agrupadas de color
purpura (Mufioz, 1996).

Pr otocolo de propagacion in vitro dela mentha

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explantes. segmentos de tallo (1 cm) con una sola yema

Temperatura: 28+ 1 °C

Procedimiento:

Desinfectar los segmentos de tallo en lgjia (cloro) a 20%, luego enjuagar 2 veces con
agua destilada estéril, finamente pasar a un tubo que contiene el medio descrito en e
cuadro 48 se requiere que € cultivo sea subcultivado, cada 40 dias hasta producir
nuevos brotes.

Transferir las plantulas in vitro a macetas de pléastico con vermiculita'y cubrir con una
bolsa pléstica
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Cuadro 48. Medio para € cultivo de Mentha spp

Componentes Cantidad
MS Completo
BAP (mg/l) 1-2
Kinetina (mg/l) 2
Sucrosa (g/l) 30
Agar (g/) 6
pH=5,8

Fuente: (Mgjia, 1994)

Fuente: (Pérez, 2013)

Descripcion

La mora (Morus nigra), pertenece a la familia Moraceae. Presenta hojas alternas,
ovales, enteras o lobulares y de margenes dentados. De color verde brillante y lustrosas
por el haz, més claras por € envés. Posee pequefias flores que crecen formando espigas
apretadas y alargadas. Frutos compuestos formados por pequefias drupas, estrechamente
agrupadas, entre 2-3 cm de largo, llamadas moras de color blanco a rojizo (Leyva,
2012)

Protocolo de propagacion in vitro dela mora

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explantes: Nudos colectados de érboles de 12 afios de edad
Temperatura: 25+ 2°C
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Procedimiento:

Desinfectar con Cetavlon (antiséptico) a 1% (v/v) + Cetrimida (antiséptico) a 20% p/v
por 15 min. Después enjuagar con agua destilada, luego tratar con etanol a 70% por
30sy HgCl>a 0,05% por 2 min y finalmente enjuagar con agua destilada estéril.

Una vez desinfectados los explantes pasar al medio (I, 1) descrito en e cuadro 49,
luego subcultivar cada 4 semanas hasta obtener un mayor indice de multiplicacion de
50-80 brotes, finalmente pasar a un medio |11 de enraizamiento descrito en el cuadro 49.

Trasplantar las plantulas a un sustrato y mantenerlas cubiertas durante 3- 5 dias.

Cuadro 49. Medios para €l cultivo de Morus nigra

[, 11 [l
Componentes Establecimiento, M ultiplicacion Enraizamiento
MS Completo Completo
BAP (mg/l) 05-1 -
IBA (mg/l) - 0,25-1
Sucrosa (%) 2 2
Agar (g/l) 0,8 0,8
pH =538

Fuente: (Mgjia, 1994)

34.MORTINO, Vaccinium floribundum. Ericaceae

Fuente: (Garcia, 2013)

Descripcion
El mortifio (Vaccinium floribundum) pertenece a la familia Ericaceae. Es un arbusto
pequefio, generalmente de 1 a 4 m de alto. Sus hojas son alternas, coriaceas €lipticas,
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agudas en €l apicey en la base, dentadas en los bordes, de 1 a2 cm delargo por 1 a1,3
cm de ancho. Posee flores blancas con lineas rosadas, de unos 5 mm de largo. Sus frutos
son bayas globosas de 5 a 10 mm de didmetro, de color plrpura-oscuro en la madurez,
con céliz persistente en e apice; pulpa comestible de sabor algo écido, pero agradable,

con semillas numerosas, y pegquefias (Garcia, 2013).

Protocolos de propagacion in vitro del mortifio

Protocolo 1

Fuente:(Torres, Trujillo, & Arahana, 2010)

Explante: semillas

Fotoperiodo: 16 horas|uz y 8 horas oscuridad

Temperatura: 4°C

Procedimiento:

Desinfectar las semillas con alcohol a 70% por tres minutos, luego lavar con agua
destilada estéril y sumergir por 10 minutos en hipoclorito de sodio a 2,5% con 4 gotas
de Tween 20. Finalmente lavar los explantes 5 veces con agua destilada estéril y
sembrar en frascos con medio WPM sin hormonas por dos semanas, esta descrito en €l
cuadro 50.

Para el subcultivo utilizar el medio con TZR (1 mg/l) y ANA (0,05 mg/l) +WPM por
varias semanas.

Luego enraizar en medio basal mWPM sin reguladores de crecimiento.

Cuadro 50. Medios para € cultivo de Mortifio

Componentes WPM
NH4NOs(mg/) 400
CaCl,2H,0 (mg/l) 95
MgSO.,7H.O (mg/l) 370
KH2PO4(mg/l) 170
Ca(NOs3)24H,0 (mg/l) 556
K2SOa4(mg/l) 990
H3BOz(mg/l) 6,2
MnSO4H,O(mg/l) 22,3
ZnS0O47H,0 (mg/l) 8,6
NaM0042HO,(mg/l) 0,025
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CuS0,5H,0 (mg/l) 0,25
FeS0.7H,0 (mg/l) 27,8
NaEDTA (2H.0) (mg/l) 37,3
Inositol (mg/l) 100
Acido Nicotinico 0,5
Tiamina, HCI(mg/l) 1
Pyridoxine, HCI(mg/l) 0,5
Glycina(mg/l) 2
Sucrosa (g/l) 20000
Agar (g/l) 6000

Fuente: (Mgjia, 1994)

Protocolo 2

Fuente:(Torres, Tryjillo, & Arahana, 2010)

Explante: yemas axilares

Fotoperiodo: 16 horas luz y 8 horas oscuridad.

Procedimiento:

Cortar los segmentos del tallo luego sumergir por tres minutos en hipoclorito de sodio
(NaClO) a 2,5 % con 3 6 4 gotas de Tween 20, finalmente hacer tres lavados con agua
destilada estéril. Utilizar e medio WPM para sembrar los explantes, descrito en €
cuadro 50.

Luego enraizar en medio basal WPM sin reguladores de crecimiento.

35.NABO, Brassica campestris. Brassicaceae

Fuente: (Coderch, 2011)
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Descripcion

El nabo (Brassica campestris) pertenece a la familia Brassicaceae. Es una planta
herbécea, se compone generamente de ocho a doce ramas erectas de 30 a 50 cm de
longitud y hojas de 7 a 12 cm de ancho. Son usualmente de color verde claro, delgado y
presentan vellosidades. A partir de la base de las ramas, se desarrolla una raiz carnosa
de color blanco, de forma globosa alargada. Las flores son racimos que se levantan por
encima de los brotes terminales, son pequefias y de un color amarillo o rojo (Purdue,
1989).

Protocolo de propagacion in vitro del nabo

Protocolo 1

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: semillas.

Procedimiento:

Desinfectar la semilla con una solucion de blanqueador comercia a 20% (p/v) més 1-2
gotas de tween 20 durante 10 min, luego enjuagar 3 veces con agua destilada estéril.
Germinar 20 semillas/ caja petri con €l medio | descrito en & cuadro 51.

Luego escindir los cotiledones de la plantula de 4 dias de edad, incluir 2 mm de peciolo
y cultivar en el medio (11, 111) descrito en e cuadro 51, luego sellar con parafilm y dejar
expuesto a bajaintensidad.

Trasplantar las plantulas in vitro en maceteros que contengan sustrato compuesto por

vermiculita, musgo y tierravegeta (1: 2: 1) (v/iviv).

Cuadro 51. Medios para € cultivo de nabo

I, 11 [l

Componentes Establecimiento, Multiplicacién | Enraizamiento

MS Completo Completo
ANA (mg/l) - 1
BAP (mg/l) - 2
Sucrosa (g/l) 30 30
Agar (g/l) 7 7
pH= 5,7

Fuente: (Mgjia, 1994)
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36.NARANJO TRIFOLIADO, Naranjo amargo espinoso, Poncirus trifoliata (L.).
Rutaceae

Fuente: (Pellionis, 1999)

Descripcion

El naranjo (Poncirus trifoliata) pertenece a la familia Rutaceae. ES un arbusto
caducifolio, de 3 a5 m de atura, con abundantes ramas verdosas, angulosas y largas
con espinas fuertes de hasta 5 cm de largo. Posee hojas trifoliadas, a veces
pentafoliadas, con foliolos de 3 a 6 cm de largo, de forma ovada eliptica, obtusos, con
pequefios dientes redondeados, ligeramente coriaceos y de color verde oscuro. Presenta
flores, axilares de 3 a 5 cm de didmetro. Su fruto es una baya globosa o de forma
parecida a una pera, de 3 a 5 cm de didmetro, oloroso y de color verde cambiando a
amarillo o dorado con la madurez, con una pulpa de sabor &cido, contiene numerosas
semillas ovoides (L6pez, 2001).

Pr otocolos de propagacion in vitro del naranjo

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explante: semillas extraidas del fruto.

Temperatura: 25 +2 °C.

Procedimiento:

Remover la testa de las semillas, luego desinfectar con una solucion de cloruro de
mercurio a 0,1%, (p/v) por 15 min, seguido por 4 enjuagues con agua destilada estéril.
Escindir los gjes embriogénicos asépticamente a partir de los embriones nucelares.
Luego cultivar los gjes en el medio que esta descrito en € cuadro 52, durante 3 meses.
Este protocol o sirve parala criopreservacion de € es embridnicos.
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Cuadro 52. Medio para cultivo g esde naranjo

Componentes Cantidad
MS Completo
Mio-inositol (mg/l) 100
Tiamina (mg/l) 1
Acido Nicotinico (mg/l) 1
Piridoxina (mg/l) 1
ANA (mg/l) 0,2
BAP (mg/l) 0,2
Carbon activado (g/l) 2
Sucrosa (g/l) 30
Agar (g/l) 7
pH =57

Protocolo 2
Fuente:(Mgjia, 1994)

Fuente: (Mgjia, 1994)

Explante: Tallos jovenes

Pr ocedimiento:

Cepillar los tallos con detergente, enjuagar, luego sumergir en acohol a 70% por 2

min, a continuacion pasar por hipoclorito de sodio a 2% por 20 min, finamente

enjuagar varias veces en agua destilada estéril.

Eliminar con una tijera, los extremos del tallo y colocar verticamente en zeolita

(particulas de minerales menores de 1,6 mm), luego adicionar medio MS liquido pH =

4,5. Cubrir los recipientes con bolsa transparente, asegurar la bolsa, e incubar € cultivo

en condiciones de luz natural (30x 2 °C) hasta que broten las yemas.

Este protocolo se utiliza para obtener material libre de plagas y enfermedades para

poderlo utilizar como material vegetal para su propagacion in vitro.
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37. ORQUIDEA, Cymbidium spp. Orchidaceae.

Fuente: (Kosina, 2011)

Descripcién

La Cymbidium spp pertenece a la familia Orchidaceae. Son plantas epifitas, litéfitas o
terrestres. La mayoria de las especies tienen raices gruesas, cubiertas por un velamen
blanco esponjoso y solo tienen un nulcleo delgado de tejido vascular. Los tallos erectos
son generalmente cortos y se hinchan para formar un pseudobulbo, ligeramente
aplanado. Las inflorescencias no son ramificadas y pueden ser erectas, arqueadas o
pendulares. Cada flor presenta un corto pedicelo. Pueden llegar atener hasta 50 flores,

pero la mayoria presentan entre 10 a 20 flores (Garcia, 2014).

Pr otocolo de propagacion in vitro de Cymbidium spp.

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explante: Meristemas apicales

Temperatura: 22 °C

Procedimiento:

Remover las hojas externas del tallo de 3 cm. Sumergir en etanol por 2 s luego en lgjia
por 15 min, después enjuagar con agua destilada estéril, finalmente eliminar las hojas
remanentes. Extirpar € meristemo de tamafio menor de 5 mm. Luego sembrar en €l

medio descrito en € cuadro 53.
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Cuadro 53. Medio para € cultivo de Cymbidiumspp.

I
Componentes Establecimiento, Multiplicacion,
Enraizamiento
Ca(NO3).H.0 (mg/l) 1000
(NH4)2S04 (mg/l) 500
MgS0..7H.0 (mg/l) 250
KH2PO, (mg/l) 250
FeS0,.7H,0 (mg/l) 27.8
Microelementos MS
(mg/l) Completo
L eche de coco (ml) 100
Sucrosa (g/l) 20
Agar (9 6
pH=5.5

Fuente: (Mgjia, 1994)

L os medios descritos en € cuadro 54, también se utiliza para Cymbidium spp.

Cuadro 54. Medios para € cultivo de Cymbidium spp.

Componentes Wi FO KC
Wimber Fonnesbech Knudson “C” modificado

KNOs(mg/l) 525 - -
MgSO..7H.O(mg/l) 250 250 250
KH2PO.(mg/l) 250 250 250

K2HPO4(mg/l) - 212 -
(NH2)2S04(mg/l) 500 300 500
Ca(NOs)2.4H,0(mg/l) - 400 1000

CaHPO.(mgl/l) 200 - -
HsBOs(mg/l) - 10 0.056
MnSO..4H,0(mg/l) - 25 7.50
ZnS0,.7H.0(mg/1) - 10 0.331
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Na:M00O4.2H,O(mg/l) - 0.25 -
CuS0O,.5H0(mg/l) - 0.025 0.040
MoOs(mg/l) - - 0.016

Fe2(C4H406)3(mg/l) 300 - -
FeSO.,.7H.O(mg/l) - 27.9 25
Na.EDTA(mg/l) - 37.80 -
Inositol (mg/l) - 100 -
Ac. Nicotinico(mg/l) - 1.00 -
Piridoxina(mg/Il) - 0.50 -
Tiamina(mg/l) - 0.50 -
Glicina(mg/l) - 2.00 -
Kinetina(mg/l) - 0.215 -
ANA(mg/l) - 1.86 -
Ac.casamino (%) - 2-3 -
Triptofano (%) 2 3-4 -
Aguade coco (ml) - 100-150 -
Rodajas banana (%) - - 15
Sucrosa (%) 2 3-4 2

Agar (%) - 0.8 12

pH=5.5

Fuente: (Mgjia, 1994)

38. ORQUIDEA, Dendrobium spp. Orchidaceae

Fuente: (Ferrer, 2013)
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Descripcion

Las Dendrobium spp, pertenece a la familia Orchidaceae. Este género de Orquidess se
caracteriza basicamente por sus flores, que generalmente son de dimensiones reducidas
(no més de 6 centimetros de diametro) y que poseen cinco pétalos puntiagudos que
rodean una especie de boca acampanada en € que se encuentran las zonas reproductoras
de cada flor. La forma de los tallos suele ser erguido y con los nudos claramente
visibles. Las flores se pueden distribuir en racimos colgantes, en espigas semierguidas o

en grupos de tres a cinco en las axilas de cada hoja (L 6pez, 2014).

39. ORQUIDEA MARIPOSA, Phalaenopsis spp. Orchidaceae.

Fuente: (Nietzsche, 2010)

Descripcion

La Phalaenopsis spp, pertenece a la familia Orchidaceae. Las especies de este género
son epifitas y las raices se aferran a un tronco. Estas plantas no tienen una raiz principal
sino un conjunto o pan de raices secundarias que forman su sistema radicular, tienen e
grosor de un |gpiz y cuando estan bien hidratadas son de un color verde claro, mientras
gue cuando estan poco hidratadas son de color blanco. Sus hojas son grandes,
lanceoladas, suculentas, normalmente hay cuatro o més, son aternas y cas se
superponen. Sus flores constan de 3 pétalos y otros tantos sépalos y un labelo; los

pétalos son de mayor anchura que los sépalos y son redondeados (Fonteriz, 2013).
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40. ORQUIDEA, Cattleya spp. Orchidaceae.

Fuente: (Chemilevsky, 2013)

Descripcion

La Cattleya spp, pertenece a la familia Orchidaceae. Posee tallos (pseudobulbos) que
surgen uno después del otro de un fuste rizomatoso en posicion horizontal. Su flor es
grande, los pétalos y los sépalos generalmente son del mismo color mientras el labelo
muy desarrollado tiene los bordes ondulados, desflecados con [lamativas manchas con
colores amenudo muy diferentes del resto de laflor (ELICRISO, 2000).

Protocolo de propagacion in vitro de Dendrobium spp. ,Phalaenopsis spp., Cattleya

SPp
En & caso del cultivo de Dendrobium spp. ,Phalaenopsis spp., Cattleya spp., a

continuacion haremos referencia a un protocolo de propagacion in vitro utilizado para

Su micropropagaci on:

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explante: Embriones.

Temperatura: 27 °C.

Procedimiento:

Desinfectar la cipsula externamente con 2.5% de NaClO por 5 minutos, enjuagar con
agua destilada estéril 3 veces, luego cortar asépticamente la parte distal de la cipsulay
dejar caer los embriones directamente sobre e medio de cultivo o sobre una placa petri
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y de aqui distribuir en varios recipientes que contengan el medio descrito en € cuadro
55.

A los 6 meses se tienen pléntulas bien desarrolladas y alos 7 meses las plantulas tienen
hasta 4 hojas de 2.5 cm.

A los 16 meses, las plantulas estan en condiciones adecuadas (4.5 cm y 10 cm) para
trasplantar en el invernadero. Previo al trasplante sumergir las raices en solucién Physan
(1/2 cucharadita/lgalon de agua) y trasplantar en un sustrato compuesto por: Fibra de

troncos de helecho arbéreo, musgo, carbon.

Cuadro 55. Medio para €l cultivo de Dendrobium spp., Phalaenops sspp., Cattleya

pp
Componentes o X fl'_lll ) ) )
Establecimiento, M ultiplicacion, Enraizamiento
KNOs (mg/l) 525
MgSO,4.7H,O (mg/l) 250
KH2PO4 (mg/l) 250
(NH4)2S04 (mg/l) 500
Cas(POa)2 (mg/l) 200
MnS0.4H,0 (mg/l) 7.50
Fe(C4H40e6)s (mg/l) 28.00
Aguade coco (ml) 150
Sucrosa (g/l) 20
Agar (g/l) 8

Fuente: (Mgjia, 1994)

Los medios de cultivo descritos en el cuadro 56, también puede utilizar para el cultivo
de Dendrobium spp., Phalaenopsis spp., Cattleya spp
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Cuadro 56. Medios para € cultivo de Dendrobium spp., Phalaenopsis spp., Cattleya

spp
VW
WPM (Medio MM
Componentes (WoodyPlant | L | meLLer| V™ °U MM=1
Medium = Lloyd Went, K = | (Burgeff) Morel y
and Mc Cown) medio Muller)
Knudson)
NaNO; (mg/l) 400 - 600 525 - ; ;
KCI (mg/l) - - 750 - 250 1000 -
NaH2PO,.H20 - - 125 - - - -
(mg/l)
MgS0O,4.7H,O 370 - 250 250 250 125 250
(mg/l)
CaCl,.2H.0 (mg/l) | 96 - 75 - : - ;
FeCl3.6H.0 (mg/l) | - - 1 - - - .
HsBOs; (mg/l) 6.2 6 1 - - - -
ZnS04.7H,0 8.6 8.5 1 - - - -
(mg/l)
MnS0O,4.4H,0 - 22 0.1 7.5 - - 7.5
(mg/l)
CuS04.5H.0 0.25 0.025 | 0.03 - - - -
(mg/l)
AICl; (mg/l) - 0.025 | 0.03 - - - -
NiCl.6H.0 (mg/l) | - 0.025 | 0.03 - - - -
KI (mg/l) - 025 |001 - - - -
NaEDTA (mg/l) |[37.3 25 |- - - : 5
K>SO, (mg/l) 990 - - - : 3 5
VS0,.7H,0 (mg/l) | - 0.01 |- - ; - :
FeSO,4.7H-0 27.8 25 - - 25 - 25
(mg/l)
Ca(NOs)..4H,O | 556 - - - 1000 500 1000
(mg/l)
= SOLID PDF > roductatwwwSaldbocuments com




KH2PO, (mg/l) 170 - - 250 250 - 250
(NH4)2SO, (mg/l) | - - - 500 250 1000 500
Cas(PO4)2 (mgll) | - - - 200 - - -
Fe(C4H406)3.H0* | - - - 28 - - -
(mg/l)

CoCl,.6H,0 (mg/l) | - 0.025 | - - ; . 3
(NH4)2M00, - 0.025 | - - - - -
(mg/l)

K>HPO, (mg/l) - - - - 250 125 -
MnSO,4.H.O (mg/l) | 22.3 - - - - - -
NaM00,.2H20 0.25 - - - - - -
(mg/l)

Inositol (mg/l) 100 100 |- - - - -
Tiamina (mg/l) 1 011 |1 - - - -
Ac. Nicotinico | 0.5 002 |- - - - -
(mg/l)

Piridoxina (mg/l) 0.5 0.015 | - - - - -
Sucrosa (g/l) 20 20 20 20 20 20 20
Agar (g/l) 8 8 8 8 12 12 12
pH 5.6 5.6 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0

41. ORQUIDEA, Thunia alba. Orchidaceae

Fuente: (Mgjia, 1994)

Fuente: (Pirovics, 2008)
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Descripcion

La Thunia alba pertenece a la familia Orchidaceae, tiene hojas caducas, posee un talo
nodoso que esta cubierto por hojas que graduamente pasan a verdaderas hojas y
termina en una inflorescencia con bracteas persistentes. Su labelo es de color blanco
puro en la mitad basal, con excepcion de las cinco quillas o crestas, que son de color

naranja, con un ligero tinte marron parpura (ECURED, 2014).

Protocolo de propagacion in vitro de Thunia alba

Protocolo 1

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: Peddnculo floral

Luz: 16 horas|uz y 8 horas de oscuridad

Temperatura: 25+ 2 °C.

Procedimiento:

Sumergir en etanol a 96%, luego cortar las secciones (4-6 cm) con una hoja,
conteniendo una yema, lavar con agua y unas gotas de tween 20 o Teepol, luego en
NaClO a 4% por 30 min con gotas de Teepol. Implantar las secciones en e medio |
VW (Vacin Y Went) descrito en el cuadro 57.

Después de 35 dias, transfieraa medio Il descrito en € cuadro 57, y dejar en agitacion
a 120 rpm. Después de 21-27 dias se desarrolla cuerpos parecidos a protocormos, a
estos dividir y volver a cultivar, en € medio solido Il y a los 41-47 dias se forman
plantul as discretas.

Finamente trasplantar las plantulas en macetas con fibra de helecho desmenuzado y
carbén (1:1 v/v). Durante los primeros 7 dias mantener estas macetas en el laboratorio a

27+2 °C cercaalaventana, bgjo luz natural y humedad ambiental.

Cuadro 57. Medio para € cultivo de Tunia alba

Componentes ! ! .
Establecimiento | Multiplicacion | Enraizamiento
Medio VW Completo Completo Completo
Agua de coco (ml) 15 15 -
Mn SO, (mg/l) 5.7 5.7 -
Ac. Cinamico (mg/l) 100 100 -
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BAP (mg/l) 10 - -
IBA (mg/l) - 2 5
ANA (mg/l) - 0.5 -
Sucrosa (g/l) 20 20 20
Agar (g/l) 9 - 9
pH=5.2

Fuente: (Mgjia, 1994)

42. PALMA ACEITERA, Elaeisguineensis. Arecaceae
' BT b i T

Fuente: (Okumaning, 1995)

Descripcién

La palma de aceite (Elaeis guineensis) pertenece a la familia Arecaceae. Esta especie
alcanza una atura de 8-20 m de altura. Su tronco es robusto y erguido. Posee hojas
grandes, sus flores son masculinas y femeninas en grupos separados, pero en € mismo
arbol (monoico). Tiene inflorescencias grandes y sus frutos son de color verde y se
vuelven anaranjados cuando maduran, estos nacen en racimos grandes de 200 a 300 con
tallos cortos y pesados, de forma ovoide-oblonga de 3,5 cm de largo y unos 2 cm de
ancho, negros cuando estdn maduros (Barker & Worgan, 1981).

Protocolo de propagacion in vitro de la palma aceitera

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explante: Hojas jovenes

Procedimiento:

Desinfectar con NaClO a 2,63% por 15 min, luego enjuagar tres veces en agua
destilada estéril.
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El medio que debe utilizar para € inicio de cultivo de calos esta constituido por
MS+2,4-D o ANA, aqui se diferencian 2 fases parala multiplicacion clonal:

Fase|: corresponde alaformacién de callo y su transformacion en embrioides

Fase II: tarda 4 meses, corresponde a la multiplicacion de embriones y su
transformacion en plantulas.

Para estas etapas debe realizar medios con ANA.

43. PALMA DATILERA, Phoenix dactylifera. Arecaceae

Fuente: (Pascoe, 2011)

Descripcion

La palma datilera (Phoenix dactylifera) pertenece alafamilia Arecaceae. Estapamera
posee un tronco muy esbelto, de hasta 30 m de altura, cubierto por los restos de las
hojas caidas. Sus hojas estan reunidas en un nimero de 20-30 formando una corona
apical, son pinnadas, de hasta 6 m de largo, las superiores ascendentes y las inferiores
estan recurvadas hacia el suelo, con segmentos coriéceos, lineares, rigidos y punzantes,
de color verde. Tiene flores dioicas (separados |os sexos en distinto arbol), son blancas,
olorosas, en inflorescencias sobre un péndulo largo. Posee frutos que miden de 2,5 a 8
cm, a principio son de color amarillo 0 anaranjado y posteriormente castafio rojizo con

un solo hueso, muy duro y con un profundo surco longitudinal (Merino, 2012).
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Protocolos de propagacion in vitro de la palma datilera

Protocolo 1

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: Apicesy yemas laterales (5 mm longitud por 3 mm de didmetro)
Temperatura: 28 °C

Procedimiento:

Desinfectar con NaClO a 2.63% por 15 min, luego enjuagar 3 veces con agua destilada
estéril y escindir asépticamente la punta meristemética conteniendo 3-5 primordios
foliares.

Luego subcultivar las plantulas en un medio | descrito en el cuadro 58, cada 8 semanas.
Pasar a medio liquido Il en agitacion y finamente pasar a medio Il para su

enraizamiento. Trasplantar en macetas con una mezcla de musgo y vermiculita (1:1

vIV).
Cuadro 58. Medios para € cultivo Palma Datilera
Componentes I I [l
Establecimiento | Multiplicacion | Enraizamiento
SalesMS Completo Completo Completo
Inositol (mg/l) 100 100 100
Tiamina (mg/l) 04 04 04
ANA (mg/l) 10 0.1 0.1
BA (mg/l) - 10 -
Carbon activado (g/l) 3 3 -
Sucrosa(g/l) 30 30 30
Phytagel (g/) 8 - 8
pH=5.7
Fuente:(Mgjia, 1994)
Protocolo 2

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: Hojas

Procedimiento:

Desinfectar con NaClO a 2.63% por 15 min, luego enjuagar 3 veces con agua destilada

estéril. Luego cultivar en un medio paralainduccion de callos descrito en €l cuadro 59,
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una vez que estén formados los callos pasar @ medio para inducir la embriogénesis

somatica.
Cuadro 59. Medios para € cultivo de Palma datilera
Componentes Induccion callos Embriogénesis somatica
NH4NOs (mg/l) 1650 1650
KNOs (mg/l) 1900 1900
CaCl, (mg/l) 322 322
MgSO..7H,0 (mg/l) 181 181
KH2PO,4 (mg/l) 170 170
NaH»PO..2H,0 (mg/l) 170 170
K1 (mg/l) 0.83 0.83
HsBOs (mg/l) 6.2 6.2
MnSO..H.0 (mg/l) 16.9 16.9
ZnS0,.H,0 (mg/l) 8.6 8.6
Na.M00,4.2H.0 (mg/l) 0.25 0.25
CuSO, (mg/l) 0.016 0.016
CoCl,.6H,0 (mg/l) 0.025 0.025
FeNaEDTA (mg/l) 36.7 36.7
Inositol (mg/l) 100 100
Tiamina (mg/l) 04 04
2,4-D (mg/l) 100 _
2iP (mg/l) 3 -
Carbon activado (g/l) 3 3
Agar (%) 0.8 0.8
Sucrosa (%) 3 3
pH=5
Fuente: (Mgjia, 1994)
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44. PAPA, Solanum tuberosum. Solanaceae

Fuente: (Gallardo, 2011)
Descripcién

La papa (Solanum tuberosum) pertenece a la familia Solanaceae. Es una planta anual
herbacea, con hojas alternas, simples, sin estipulas; inflorescencia cimosa, con flores
bisexuales, actinomorfas, caliz de 5 sépalos unidos; gineceo constituido por un pistilo
compuesto de 2 carpelos con 2 I6culos, 6vulos numerosos, placentacion axilar, ovario
supero, estilo terminal. Su fruto es una baya, posee semillas con un embrién curvo o

recto dentro de un espermo (Roldan, 2005).

Protocolos de propagacion in vitro par a papa

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explante: Apices

Temperatura: 19-21 °C

Procedimiento:

Desinfectar con una solucion de NaClO al 2,5% por 15 min luego enjuagar 3 veces con
agua destilada estéril. Cuando €l material proviene de campo, sumergir € explante
primero en alcohol a 70% por 30 sy después en hipoclorito de sodio. Primero pasar a
medio I, luego a Il y finalmente al 111 descritos en e cuadro 61, cuando tengan el
desarrollo de brotes elongados.

Cambiar al medio T (tuberizacién) cuando las plantulas estén en pleno crecimiento,
entre 15-20 dias de edad con unalongitud de 5-10 cm.
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Analizar |os datos mediante |as ecuaciones siguientes:
Recipientes con tubérculos

1)Tuberizacién (%) = Clllreanee x 100

Fuente: (Mgjia, 1994)

Tubérculos Recipientes con tubérculos
x 100

Tuberizacion (%) =
2)Tuberizacion (%) Total N° nudos Total recipientes

Fuente: (Mgjia, 1994)
Puede utilizar el medio de conservacion para guardar en un banco de germoplasma

Cuadro 61. Medio para € cultivo de papa

Componentes I I Il T
Establecimiento | Multiplicacion | Enraizamiento | Tuberizacion | Conservacion
MS Completo Completo Completo Completo Completo
AGs (mg/l) 0.25 0.40 0.25 - -
BAP (mg/l) - 0.50 - 5 -
ANA (mg/l) - 0.01 - - -
Pantotenato 2 2 2 - -
de Ca(mg/l)
Cloruro de - - - 500 -
clorocolina
(mg/l)
Manitol - - - - 4
(mg/l)
Sucrosa (%) 3 3 3 8 0.5
Agar (%) 0.6 - 0.7 - 0.8
pH=5.6 - 5.8
CCC (Cloruro de Clorocolina) se puede reemplazar por cycocel (1.5 ml/l - 4.5mi/ 1)

Fuente: (Mgjia, 1994)
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Protocolo 2
Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: Meristemas

Procedimiento:

Para erradicar virus se hace a través del cultivo de meristemas, previo a un tratamiento
termo terapéutico de plantas donadoras de explante, |as condiciones de temperatura son
de 35 — 40 °C, HR 80- 90% iluminacion 10000 luz de 4-6 semanas. Luego pasar a

medio alternativo descrito en € cuadro 62.

Cuadro 62. Medio para € cultivo de papa

Componentes Estadiol, I, |11
Establecimiento, Multiplicacion, Enraizamiento
SalesMS Completo
Inositol (mg/l) 100
Tiamina (mg/l) 04
AGs (mg/l) 01
Kinetina (mg/l) 05
Sucrosa (%) 3
Agar (%) 0.7
pH=5.7
Fuente: (Mgjia, 1994)
Protocolo 3

Fuente: (Coria, Pérez, Sarquis, Cantl, Gonzdlez, & Gomez, 2004)

Explante: Los estolonesy meristemos axilares

Procedimiento:

Lavar con detergente y agua corriente, posteriormente enjuagar con agua destilada vy,
luego bajo condiciones estériles, desinfectar con etanol al 70% (v/v) durante 30 s, pasar
con hipoclorito de sodio a 3% (v/v) durante 10 min, y enjuagar con agua estéril. Luego
sembrar un esqueje por tubo de ensayo conteniendo un medio de cultivo compuesto por

Murashige-Skoog con 30 g/l de sacarosay 7 g/l de agar apH 5,8.
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Fuente: (Scheper, 2007)

Descripcion

La papaya (Carica spp) pertenece alafamilia Caricaceae. Esta planta perenne tiene vida
cortay llega a crecer hasta nueve metros. Su tronco es herbaceo, hueco y norma mente
sin ramas, posee hojas con |6bulos profundos, son pameadas y se sostienen por medio
de peciolos largos y huecos que aparecen en €l tallo. Sus flores salen de las axilas que
forman los peciolos y € tallo en nUmero de 3 a5, poseen cinco pétalos de color blanco-
crema y amarillo-anaranjado de 1 a 2,5 cm de largo. Posee frutos con cascara lisa y
tamafio variante (Jiménez, 2002)

Pr otocolos de propagacion in vitro para el papayo

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explante: dpicesy yemas

Luz: 16 horasluz y 8 h de oscuridad.

Temperatura: 26 °C

Procedimiento:

Eliminar las hojas grandes y & primordio floral, luego colocar € segmento en agua
destilada que contenga pocas gotas de tween, mantener en continua agitacion por 10-15
min, después sumergir € tejido en etanol a 70% (v/v) por 1 miny luego en NaClO a
1% por 15-20 min y finalmente enjuagar con agua destilada estéril. Descartar la
superficie expuesta a la desinfeccion, luego extraer €l dpice e implantar en € medio |
descrito en e cuadro 63.

Escindir los tallos del medio | y transferir al medio 11, subcultivar a intervalos de 30 y
40 dias. Efectuar subcultivos en IBA apartir del 5to, 6to, 7mo y 8vo subcultivo.

A . 5 T thi ) hase th
SOLID CONVERTER PDF ) et nesam puas e



Cuadro 63. Medios para € cultivo de Papayo

Componentes ! ! "
Establecimiento | Multiplicacion | Enraizamiento
MS Completo Completo Y%
BA (mg/l) 0.5 0.5 -
ANA (mg/l) 0.1 0.1 -
SO, Ad (mg/l) - 160 -
IBA (mg/l) - - 1
Sucrosa (%) 3 3 3
Agar (%) 0.8 0.8 0.8
pH=5.7
Fuente: (Mgjia, 1994)
Protocolo 2

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: Yemas axilares

Luz: 16 hdeluzy 8 h de oscuridad

Temperatura: 28 °C

Procedimiento:

Enjuagar las yemas con agua corriente por 1 h mediante una agitacién vigorosa luego
pasar a una solucion con Rifamicina (300 mg/l) por 24 h a 100 rpm y después sumergir
en hipoclorito (0.3%) con tween 20 (0.1%) por 10 min y por Gltimo enjuagar con agua
destilada estéril y en una solucion estéril de acido citrico (2000 mg/l) + &cido ascorbico
(200 mg/l). Cultivar las yemas en el medio de cultivo | descrito en el cuadro 63, luego

pasar alos medios |l y Il1.

Protocolo 3

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: Apices (1-1.5 mm)

Luz: 16 hdeluzy 8 h de oscuridad.

Temperatura: 28 °C

Procedimiento:

Enjuagar €l explante en alcohol absoluto y luego desinfectar con NaOCl a 1% en

continua agitacion por 12 min, después enjuagar y cultivar en e medio I, para su
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establecimiento luego pasar al medio Il para producir la proliferacion de brotes y
finalmente pasar a medio Il para su enraizamiento, estan descritos los medios en €l
cuadro 64.

Cuadro 64. Medios para el cultivo de Apices de papayo

Componentes I [ 1
Enraizamiento | Multiplicacion | Enraizamiento
MS Completo Completo Completo
Kinetina (UM) 50 - -
ANA (M) 10 1 5
BAP (UM) - 2 -
Sucrosa (%) 3 3 3
Agar (%) 0.8 0.8 0.8
pH=57
Fuente: (Mgjia, 1994)
Protocolo 4

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: yemas

Temperatura: dia27+1 °Cy noche 25 +1 °C

Procedimiento:

Desinfectar los explantes en una solucién de cloruro de mercurio a 0.1% (p/v) por 1
min, luego enjuagar 3 veces con agua destilada estéril y después tratar con una solucion
de gentamicina (500 mg/l) por 3 h en un agitador. Después enjuagar los explantes y
cortar a partir de la base e implantar en posicién horizontal sobre el medio | descrito en
el cuadro 65.

Después del establecimiento (medio |), transferir a medio "A", luego pasar los
explantes con desarrollo de callos a medio de multiplicacion (medio 11), remover €
calo de la base y plantar junto con el tallo en el mismo y cultivar en e medio de

enraizamiento (medio 1) descritos en €l cuadro 65.
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Cuadro 65. Medio para € cultivo de papayo Var. Honey y Dew

Componentes ! A ! !
Establecimiento Multiplicacion | Enraizamiento
SaesMS Completo Completo Completo 1/2
Tiamina 5 5 5 5
(mg/l)
Acido 5 5 5 5
Vitaminas | Nicotinico
SH (mg/l)
Piridoxina 0.5 0.5 0.5 05
(mg/l)
Caseina hidrolizada 800 800 800 300
(mg/l)

Extracto de malta (mg/l) 500 500 500 500
SO.Ad (mg/l) 50 50 50 50
Inositol (mg/l) 100 100 100 100

IBA (mg/l) - - - 2
ANA (mg/l) - 1 0.1 -
BAP (mg/l) - - 0.5 -
AG; (mg/l) 1 - - -
Kinetina (mg/l) 2 3 - -
Sucrosa (g/l) 30 30 30 30
Agar (g/l) 8 8 8 8
pH=5.7
SH= Schink-Hildebrandt

Fuente: (Mgjia, 1994)
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46. PEPINILLO, PEPINO, Cucumis sativus. Cucur bitaceae

Fuente: (Pérez, 2013)

Descripcion

El pepinillo (Cucumis sativus) pertenece a la familia Cucurbitaceae. Es una hortaliza
herbdcea anual, de crecimiento rastrero o trepador, sus tallos son blandos, flexibles,
largos, huecos y ago espinosos. Su crecimiento es indeterminado con formacion de
nudos y entrenudos. De cada nudo parte una hoja y un zarcillo, que van insertos en
lados opuestos. Posee hojas grandes, acorazonadas, aternas, asperas 'y un largo peciolo.
Su color es verde oscuro en €l haz y algo griséceo en e envés y estan recubiertas de un
vello muy fino. Esta planta es mondica con flores unisexuales en la misma planta. Son
de color amarillo intenso. Las variedades de esta especie tienen la capacidad de
desarrollar sus frutos por partenogénesis (sin necesidad de fecundacion), se propaga
generalmente por semillas (Paltrinieri & Figueroa, 1998).

Protocolo de propagacion in vitro para el pepinillo

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explante: Yemas axilares, semillas.

Luz: 16 h deluz y 8h de oscuridad.

Temperatura: 25°C

Procedimiento:

Colocar las yemas axilares en Igjia por 5 min, enjuagar 3 veces con agua destilada
estéril por 2 min. Extraer la yema axilar 1-3 mm de longitud, luego pasar a medio (I,
[1) para su establecimiento y multiplicacion, luego finalmente pasar a medio de
enraizamiento |11, 1os medios estan descritos en el cuadro 66.

Para la semilla sumergir en etanol al 95%, luego en NaOCI a 2,5% por 15 min, luego
colocar 2 capas de papel filtro himedo dentro de una placa petri estéril para la
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germinacion, después de 7 dias 3 cotiledones y 3 hipocétilos se toman de cada plantula
y se cultivan en una placa petri con el medio de cultivo descrito en e cuadro 66 para
cotiledén e hipocdtilo. Al cabo de 45 dias, € nimero de raices y talos se forman a

partir de cada pieza de callo visible y no visible a ojo humano.

Cuadro 66. Medios para € cultivo de pepinillo

CeH
Cotiledon e Hipocdétilo Yema axilar
Componentes [-111 [, 11 [
Establecimiento- Establecimiento, Enraizamiento
Enraizamiento Multiplicacion
SaesMS Completo Completo Completo
Inositol (mg/l) 100 100 100
Ac. Nicotinico (mg/l) 0.5 0.5 0.5
Piridoxina (mg/l) 1.0 1.0 -
Tiamina (mg/l) 1.0 1.0 -
BAP (mg/l) 1.0 1.0 -
ANA (mg/l) 1.0 0.1 -
Sucrosa (g/l) 30 30 -
Agar (g/l) - 7 -
pH=5.5

Fuente: (Mgjia, 1994)

e

Fuente: (Cherie, 2009 )
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Descripcion

El pimiento (Capsicum annuum) pertenece a la familia Solanaceae. Esta especie posee
hojas alternas y ovadas, normamente de color verde muy intenso. Presenta una flor
blanca y bastante pequefia, tiene un fruto que posee distintos colores que van desde €

crema, amarillo, naranja, lavanday rojo (Cherie, 2009 ).

Protocolos de propagacion in vitro para € pimiento

Protocolo 1

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: Hipocotiledones, cotiledones, dpicesy raices

Temperatura: 26 +2 °C.

Procedimiento:

Desinfectar la semilla con una solucién de HgCI2 al 0.1% por 5 min, luego enjuagar tres
veces con agua destilada estéril, transferir asépticamente la semillaa un puente de papel
filtro colocando dentro de un tubo, el cual debe contener agua de coco, para estimular la
germinacion extraer los hipocotilos, cotiledones, dpices y raices de plantulas de 2
semanas de edad crecidas asépticamente.

Pasar los hipocdtilos, cotiledones, entrenudos, hojas, raices y dpices en un medio de
induccion de callos (IC) descrito en & cuadro 67, se desarrollan callos y luego se
diferencian en tallos mdltiples, después de 3 semanas de cultivado alcanzan hasta 1 cm
dealto.

Protocolo 2

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: tallosy hojas de plantas de 3 a4 meses de edad crecidas en campo.
Temperatura: 26 +2 °C.

Procedimiento:

Utilizar los explantes de tallos y hojas a partir de plantas de 3 a 4 meses de edad
crecidas en e campo, luego lavar con agua corriente y desinfectar con una solucion de
HgCl2 a 0,1% durante 5 min, después enjuagar de 4 a 5 veces con agua destilada
estéril, cortar los explantes en piezas de aproximadamente 1 cm y transferir
asepticamente a medio (I, 1), y después transferir al medio |11 luego de 2-3 semanas se
desarrollael sistemaradicular. Los medios|, 11, 11 estan descritos en el cuadro 67.
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Protocolo 3

Fuente:(Mgia, 1994)

Explante: cultivo de embriones

Temperatura: 26 +2 °C.

Procedimiento:

Para el cultivo de embriones, sumergir la semilla en agua corriente por 24 h, desinfectar
superficialmente la semillay enjuagar con agua destilada estéril. Escindir os embriones
asepticamente e implantar en el medio (I, 11) descrito en € cuadro 67.

Cuadro 67. Medios para pimiento

I, 11
| C o [l
Componentes . Establecimiento, . .
Induccion de callos _ .. |Enraizamiento
Multiplicacion
MS Completo Completo Completo
ANA o IBA (mg/l) - - 0,1
BAP (mg/l) - 5 -
Kinetina (mg/l) 0,5 - -
2,4-D (mg/l) 0,5 - -
Sucrosa (g/l) 20 20 20
Agar (g/l) 7 7 7
pH= 5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)
48. PINO, Picea glauca. Pinaceae

Fuente: (Kent, 2010)
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Descripcion

El pino (Picea glauca) pertenece a la familia Pinaceae. Este &bol puede llegar a
alcanzar hasta quince metros de atura y cinco metros de anchura. Picea glauca se vae
de anemofiliapara polinizar sus flores dotadas de unidades reproductivas monoicas.

Esta especie posee hojas perennes y esta perfumada (Pérez, 2013).

Protocolo de propagacion in vitro para Picea glauca

Protocolo 1

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: Semillas

Procedimiento:

Colectar los conos inmaduros. Remover |la semilla de los conos y esterilizar con un
blanqueador a 20% (v/v) y 0,05% (v/v) de tween 20 por 5 min, luego con etanol a 70%
por 2 min. Enjuagar a continuacion con agua destilada estéril antes de la diseccion.
Paralainduccion usar el medio AE descrito en e cuadro 69 suplementar con 10 uM de
2,4-D o Picloramy 5 uM BA, 1% sucrosa, 500 y 100 mg/l de caseina hidrolizada o
glutamina y mioinositol, respectivamente; solidificar el medio con agar a 0,7-0-8%,
colocar los embriones inmaduros sobre e medio e incubar en oscuridad a = 25 °C hasta
gue aparezca callos embriogénicos.

Los calos embriogénicos blancos, musilaginosos conteniendo proembriones se hace
visible de 2-4 semanas; remover y subcultivar para multiplicar estos callos sobre €l
medio de induccion. Usar é medio de induccion gelificado con 0,4% Gelrite;
subcultivar cada 3-4 semanas.

Transferir los callos al medio basal (AE) conteniendo carbdn activado 1%, sucrosa
3.4% Yy agar 0,54% por 1 semana, transferir este callo pre tratado sobre medio basal sin
carbén, pero suplementado con 40 — 60 uM de é&cido abscisico (ABA). Transferir
semanal mente hasta que aparezcan embriones somaticos maduros.

Transferir los embriones somaticos maduros a medio descrito en e cuadro 68 para €
desarrollo radicular; las raices (con pelos radiculares) son visibles dentro 10-14 dias 'y

|os tallos dentro de 3-4 semanas.
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Cuadro 68. Medio para € cultivo de Picea glauca

Componentes
MCM CANTIDAD
CH4N20 (mg/l) 150
KNOs (mg/l) 2000
Ca(NOs),.4H,0 (mg/l) 500
(NH4)2S04 (mg/l) 400
KH2PO, (mg/l) 270
KCI (mg/l) 150
MgSO,4.7H,O (mg/l) 250
NaFe.EDTA.2H.0 (mg/l) 375
HsBOs (mg/l) 1,5
ZnS0,4.7H,0 (mg/l) 3
MnSO4.H,O (mg/l) 0,17
NaM00,.2H,0 (mg/l) 0,25
K1 (mg/l) 0,25
CuS04.5H,0 (mg/l) 0,25
CoCl.6H20 (mg/l) 0,025
Mio-inositol (mg/l) 90
Glicina (mg/l) 2
Tiamina (mg/l) 1,7
Acido nicotinico (mg/l) 0,6
Pantetonato (mg/l) 0,5
Piridoxina (mg/l) 1,2
Acido Folico (mg/l) 1,1
Biotina (mg/l) 0,125
D-Sucrosa % 30
Agar % 0,7

Fuente: (Mgjia, 1994)
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Cuadro 69. Medio para € cultivo de Pinus glauca

Componentes (AE) Cantidad
KH2PO4 (mg/l) 340
KNO; (mg/l) 1900
NH4NOs (mg/l) 1200
MgS0..7H.0 (mg/l) 370
CaCl.2H,0 (mg/l) 180
MnS0,4.4H,0 (mg/l) 2,2
HsBO; (mg/l) 0,63
Zn.EDTA (mg/l) 4,05
EDTA (mg/) 19
FeSO,4.7H20 (mg/l) 14
K1 (mg/l) 0,75
Na:M004.2H,0 (mg/l) 0,025
CuS04.5H20 (mg/l) 0,0025
CoCl,.6H,0 (mg/l) 0,0025
L-glutamina (mg/l) 04
L-alanina (mg/l) 0,05
L-cystenia (mg/l) 0,02
L-arginina (mg/l) 0,01
L-leucina (mg/l) 0,01
L-fenilalanina (mg/l) 0,01
L-tirosina (mg/l) 0,01
Glicina (mg/l) 2
D-sucrosa (mg/l) 34200
D-glucosa (mg/l) 180
D-xilosa (mg/l) 150
L-Arabinosa (mg/l) 150
Acido nicotinico (mg/l) 2
Piridoxina (mg/l) 1
Tiamina (mg/l) 5
Mioinositol (mg/l) 100

Fuente: (Mgjia, 1994)
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49. PINO, Pinus sylvestris. Pinaceae

Fuente: (Leugnerova, 2008)

Descripcion

El pino (Pinus sylvestris) pertenece a la familia Pinaceae. Es un arbol de 30-40 m de
altura, de porte conico piramidal a principio para luego volverse mas asimétrico. Posee
un sistema radical potente. Tronco derecho, cilindrico y recto, de escasa ramificacion,
con una corteza delgada, forma escamas, de color amarillo verdoso o rojizas tipicas de
este pino. Presenta conos en su mayoria simples, pedunculados o casi sésiles, ovaladas-
conicas, sobre la base redondeada, a menudo asimétrica, con un tamafio que va de 2,5-7
cm (Menéndez, 2013).

Pr otocolo de propagacion in vitro del Pinus sylvestris

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explante: semillas.

Temperatura: 26 °C

Procedimiento:

Desinfectar las semillas con una solucién de hipoclorito de calcio al 6% durante 20 min,
0 en un blanqueador comercial (hipoclorito de sodio a 3.5% de cloro activo) diluido en
agua (3:10 v/v) después sumergir por 48 h en agua destilada estéril a 4 °C, luego otra
vez desinfectar las semillas por 15 min en H202 a 6% y enjuagar nuevamente en agua
destilada estéril. Colocar las semillas en un medio basal (MB) descrito en e cuadro 70.
Luego eliminar las raices de la parte de hipocétilo y de la parte dista de los
cotiledones, para obtener explantes primarios. Cuando las yemas axilares desarrollan
hasta 1 mm de atura, separar los dpices y cultivar individualmente en medio MB con

2% de sucrosa.
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Luego de obtener los brotes en MB, transferir a medio (I, 11) descrito en el cuadro 70.
Antes de pasar d medio de enraizamiento, tratar 1os brotes primero con una solucion
con ANA (53,8 mg/l) por 24 horas y luego transferir al medio I11.

Cuadro 70. Medios para € cultivo de Pinus sylvestris

Componentes MB [, 11 [l
Medio basal | Establecimiento, | Enraizamiento

Multiplicacion

MS 1/8 Completo 1/2
BA (UM) - 50 -
Sucrosa (%) 3 1 1
Agar (%) 1 0.6 1
pH= 5.6

Fuente: (Mgjia, 1994)

50. PINA, Ananas comosus. Bromeliaceae

Fuente: (Starnes, 2007)

Descripcién

La pifia (Ananas comosus), pertenece a la familia Bromeliaceae. Es una planta que
posee un tallo que crece longitudinal mente después de 12 a 24 meses, este esta anclado
a suelo por el sistema radicular y mide hasta 30 cm de largo, la planta adulta mide de 1
a 1.20 m de ato. Produce flores de color rosay tres pétalos que crecen en las axilas de
unas brécteas verdes o rojas con terminacion en forma de punta. La pifia es una fruta

compuesta cuyo corazon es una extension del pedunculo (Garcia & Serrano, 2005).
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Protocolo de propagacion in vitro de la pifia

Protocolo 1

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: Coronas pequefias de frutos maduros

Temperatura: 26 + 2 °C

Procedimiento:

Desinfectar con una solucion de hipoclorito de sodio a 0,5% (19% clorox) + 3 gotas de
agente humectante (Tween 20/100 ml) por 60 min. Después extraer las yemas axilares y
desinfectar en 1% de clorox por 20 min, luego cultivar en € medio | descrito en €
cuadro 71.

Para la etapa de establecimiento, colocar e cultivo en un agitador a 1/5 rpm después de
2 semanas subcultivar en medio fresco (Il @) y en 2 meses observar los tallos solitarios
con 2-8 hojas, estos subcultivar en e (medio 1l, b) donde se obtiene plantulas con 3

tallos laterales dentro de 30 dias, de aqui transferir al medio (I11).

Cuadro 71. Medios para € cultivo dela pifia

I Ila I[I'b [l
Componentes Establecimiento | Multiplicacion | Multiplicacién | Enraizamiento
a b

SaesMS Completo Yo 12 12

Aguade coco 25 25 - -
(Yoviv)

BA (mg/l) - - 0.5-1.0 -
Sucrosa (g/l) 30 30 30 30

Agar (g/l) 7 7 7 7

pH=5.6
Fuente: (Mgjia, 1994)
Protocolo 2

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: dpices
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Procedimiento:
Cultivar los épices en € medio descrito en e cuadro 72, luego que estos han

desarrollado brotes verdes. Pasar al medio |1 para su multiplicacion.

Cuadro 72. Medios para € cultivo dela pifia

Componentes | Apice Il
Multiplicacion

MS Completo Completo
ANA (M) 1071 -
BAP (M) - 10

Fuente: (Mgjia, 1994)

51.PLATANO, BANANA, BANANO, CAMBUR, GUINEO, PLATANERA,
PLATANERO, Musa spp. Musaceae

~ -y

Fuente: (Mifsud, 2007)
Descripcién
Las especies del género Musa spp. pertenecen a la familia Musaceae. Estas pueden
superar los 3 metros de altura, son perennes, poseen hojas de largos peciol os, grandes de
més de 1,50 metros, envainadas, presentan un color verde claro. Poseen flores que
nacen en grandes espigas terminales, erectas o péndulas, segin la especie, con los
capullos envueltos en grandes bréacteas purpureas. Las flores femeninas nacen en la base
de las espigas y las masculinas, mas arriba. Su fruto tiene forma tubul osa, largo, grueso,
cubierto por una envolturafibrosa, de color verde y separado en la espata, la cual puede

contener hasta unos 200 frutos (Bouzon, 2014).
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Protocolos de propagacion in vitro de la Musa spp

Protocolo 1
Fuente: (Mgjia, 1994)
Explante: meristemas
Temperatura: 30 °C
Procedimiento:
Eliminar e pseudotallo 10 cm por encima de lainsercion de las hojas en e cormo basal.
Luego remover las hojas externas a la atura de la base adherido a pseudotallo hasta
obtener un cono de 1 cm de longitud. Lavar €l cono con una solucion 1/1000 de teepol o
tween 20. Enjuagar 3 veces con agua destilada estéril y bajo e estereoscopio, eliminar
los primordios foliares hasta obtener un cono de 1-2 mm. Desinfectar €l cono con
NaClO a 0,5% + tween 20 a 1/1000 por 10 min. Enjuagar con agua corriente y
eliminar primordios adyacentes hasta que aparezca € meristema central. Cultivar €
meristema en e medio liquido | descrito en el cuadro 73 y mantener en agitacién a 100
rpm.
Hacer subcultivos del meristema cada dos dias hasta 3 semanas s |a yema se conserva
blanca, transferir a mismo medio inicial con 0,7% agar. Para la propagacion masiva
pasar al medio (11 y I11) eliminando tejidos necrosados.
Para trasplantar las plantulas primero lavar las raices con agua tibia y sembrar en
vermiculita, escoria de coke o en suelo organico. Empapar €l cultivo con una solucion
de Benlate (fungicida). Conservar en 90% HR por una semana. Regar abundantemente
durante los 2 primeros meses.

Cuadro 73. Medios para € cultivo de Musa spp

Componentes I Iyl
Establecimiento Multiplicacion y Enraizamiento

SalesMyS Completo Completo
Tiamina (mg/l) 1 1
Inositol (mg/l) 100 100

BAP (mgl/l) 5 -

AIA (mg/l) - 1

Sucrosa (g/l) 40 7

pH=5,8

Fuente: (Mgjia, 1994)
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Protocolo 2

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: Yemas

Temperatura: 28 °C

Procedimiento:

Colocar en é medio de cultivo (I, 11 y 111) un pedazo de tejido con 1 0 2 yemas. Luego
gue estas tengan un adecuado sistema radicular trasplantar en macetas.

Cada plantulain vitro, previo a trasplante en macetas se remojan con 0,3% de Dithane
y plantar en un medio de crecimiento en macetas de plastico conteniendo una mezcla de

60% de vermiculita 30% de arena 10% materia orgénica por volumen.

Cuadro 74. Medio para € cultivo de Musa spp.

Estadiol, [l y 111
Componentes o o
Establecimiento, Multiplicacion y
Enraizamiento
Medio Smith-Skoog
SaesMS Completo
Tiamina(mg/l) 04
L-tirosina(mg/l) 100
Mioinositol (mg/l) 100
Adenina(mg/l) 160
AlIA(mg/l) 2
Kinetina(mg/l) 2
Carbon 1
activado(g/l)
Sucrosa(g/l) 30
Agar(g/l) 8
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)
Protocolo 3
Fuente:(M¢gjia, 1994)
Explante: yema apical a partir de inflorescencias

Temperatura: 25 °C
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Procedimiento:

Desinfectar con hipoclorito de sodio a 1% con algunas gotas de detergente; enjuagar 2

veces con agua estéril. Del material lavado extraer asépticamente la yema apical. Los

explantes son transferidos al medio inicial | descrito en €l cuadro 74.

Eliminar el teido oscurecido y transferir los explantes varias veces durante un mes

antes que se desarrolle €l tallo. Una vez que se presenta el tallo transferir al medio (Il,

11).

Los tallos desarrollados subcultivar en medio fresco (11, 111), cada 4-6 semanas.

Establecer las plantulas después de 12 meses en un sustrato compuesto por turba, perlita
y bolitas de poliestireno (1:1:1), con 40% de luz natural y 90% HR.

Cuadro 74. Medios para Musa spp

I [, 1l
Componentes Establecimiento Multiplicacion,
Enraizamiento
MS Completo Completo
SO4 Ad (mg/l) 160 -
BAP (mg/l) - 5
AlA (mg/l) 2 -
Kinetina (mg/l) 2 -
Sucrosa (g/l) 30 20
Agar (g/l) 8 8
pH=5,8
Fuente: (Mgjia, 1994)
Protocolo 4

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: Apices obtenidos a partir de pseudotallos

Temperatura: 30+ 2°C

Procedimiento:

Desinfectar con 0,55 de NaClO por 5 min (1% clorox comercial) con unas 3 gotas de

tween 20, luego enjuagar 3 veces con agua destilada estéril. Cultivar los explantes

rutinariamente cada 3-4 semanas mediante subdivisiones de los tallos en el medio (I, I1)
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descritos en & cuadro 75. Finalmente cultivar en & medio de enraizamiento |11 ocurre

de 1l a2 semanas.
Cuadro 75. Medio para cultivo de Musa spp
I, 11 Il
Componentes Establecimiento, Enraizamiento
Multiplicacion
SaesMS Completo Completo
Inositol (mg/l) 100 100
Tiamina (mg/l) 1 1
BA (mg/l) 5 -
IBA (mg/l) 5 1
Carbon Activado (%) - 0,025
Sucrosa (%) 4 4
Agar (%) 0,7 0,7
pH=5,8

Fuente: (Mgjia, 1994)

52. RABANO, Raphanus sativus. Brassicaceae = Crucifer ae

Fuente: (Tenorio, 2009)

Descripcion

El r&bano (Raphanus sativus) pertenece a lafamilia Brassicaceae. Esta especie tiene una
altura que va de 0.5 a 1.20 m. Posee un talo liso, ampliamente ramificado. Presenta
hojas finamente pubescentes con bordes irregulares dentados, estas forman una roseta
de hasta 24 cm de largo por 12 cm de ancho, largamente espatulados, presentan un
|6bulo terminal grande y ancho. Posee flores con pétalos de 11 a 20 mm de largo, toda

laflor de 2 a2.2 cm de diametro, violaceos, rosados, o blancos, con nervaduras de color
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mas oscuro. Sus frutos y semillas son glabras, gruesas, presentan varias nervaduras

longitudinales, carnosas, cilindrico-lanceoladas u oblongo-cénicas (Tenorio, 2009)

Protocolo de propagacion in vitro del rabano

Protocolo 1
Fuente:(Mgjia, 1994)
Explante: Semillas
Temperatura: 27 °C
Procedimiento:
Sumergir las semillas en etanol a 70% y luego en blanqueador comercia a 30% por 20
min y enjuagar con agua destilada estéril, poner a germinar sobre e medio de
germinacion de semilla descrito en e cuadro 76.
Después de 5 dias de germinado la semilla, aproximadamente 0.5 cm de altura, cortar
los @picesy cultivar en e medio |. Después de 4-5 semanas los tallos proliferan sobre el
mismo medio conteniendo 22.2 uM BAP en el medio 1, finalmente pasar a enraizar al
medio 1.

Cuadro 76. Medio para € cultivo de rabano

Medio I [ [l
Componentes germinacion Establecimiento | Multiplicacién | Enraizamiento
MS Completo Completo Completo Completo
Kin (uM) - 4,5-135 - -
BAP (M) - - 22,2 -
IBA (UM) - - - 5,0-10
Sucrosa (g/l) 30 30 30 30
Agar (g/l) 8 8 8 8
pH=5,6-5,8
Fuente: (Mgjia, 1994)
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53. ROBLE, Quercus humboldtii. Fagaceae

Fuente: (Martinez, 2011)

Descripcién
El roble (Quercus humboldtii) pertenece a la familia Fagaceae. Es un arbol de grandes
dimensiones, posee hojas blandas y encrespadas, de ramas fuertes y de madera muy

gruesaideal parahacer viviendas (Martinez, 2011).

Protocolo de propagacion in vitro del roble

Protocolo 1

Fuente:(Tokura, Ronddn, Villanueva, & Botero, 1996)

Explante: yemas

Procedimiento:

Utilizar e medio GD (GRESSHOFF y DQOY/, 1972) adicionando BA (1,0 mg/l) durante
el establecimiento. Posteriormente aternar BA durante los siguientes subcultivos en
concentraciones de 0,1 y 0,2 mg/l. La fuente carbonada es sacarosa a 3% y e agente
solidificante agar a 0,65%. El medio de enraizamiento es GD con |os macronutrientes

reducidos a un tercio de su concentracion inicia y adicionar 25 mg/l de AIB.
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54 TAMARINDO, Tamarindusindica. Caesalpiniaceae (L eguminosae)

SO R T

Fuente: (Mora, 2011)

Descripcién

El tamarindo (Tamarindus indica) pertenece a la familia Caesalpiniaceae. Es un éarbol
gue crece hasta 8 0 10 m de altura, posee hojas paripinadas, oblongas, recortadas en la
punta, redondeadas en la base, glabras, opuestas, de 8 a 10 mm de largo, presenta flores
abigarradas en racimos axilares a las hojas caidas, pedinculo y pedicelos como € céiz
escamoso pubescente; tiene 3 pétalos, uno representa el estandarte, dos laterales en
forma de aas, amarillo claro con venas rosadas y margen crespado, su fruto es una
vaina de color café de forma alargada o curvade 2 a 6 pulgadas de longitud y 0,75 a 1,0
pulgada de ancho (Mora, 2011).

Pr otocolo de propagacion in vitro del tamarindo

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explante: Secciones de cotiledon (1 cm x 1,5 cm)

Luz: 8 hdeoscuridad y 16 h deluz

Temperatura: 25+ 2°C

HR: 60%

Procedimiento:

Desinfectar la semilla con acohol a 70% por 1 min y esterilizar con cloruro de
mercurio a 0.1% por 20 min y pasar a medio | compuesto por MS + 5 x 10® M de
BAP + 0,7% de agar, gustar el pH a5.8.

Pasar al medio Il compuesto por: MS+ 5.7 x 10° M de AIA y gjustar € pH a5.8
Colocar las piezas cotiledonales con e extremo proximal y adaxia en contacto con el

medio.
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55. TE, Camdia sinensis. Theaceae

Fuente: (Sabina, 2012)

Descripcién

El té (Camelia sinensis) pertenece a la familia Theaceae. Es un pequefio érbol perenne
gue puede llegar a medir de 5-10 m de alto, sus hojas son lanceoladas y agudas de color
verde oscuro, se disponen alternas y miden generalmente entre 5-10 cm de largo por 2-4
cm de ancho, tiene flores de color blanco crema o roséceo, que desprenden un agradable
aroma. Son pequefias y se disponen de forma solitaria o en grupos de 2 o 3 flores. Su
fruto es una peguefia capsula redondeada, en cuyo interior se localizan las semillas
(Rubio, 2014).

Pr otocolos de propagacion in vitro ddl té

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explante: yematermina y segmentos nodales (0,7 — 1 cm de longitud)

Temperatura: 25+ 1°C

HR: 55-60%

Procedimiento:

Lavar los explantes con agua corriente por 1h luego en teepol a 5% por 5 min,
desinfectar con cloruro de mercurio a 0,1% (p/v) por 15-18 min y luego enjuagar con
agua destilada estéril por 5 min, y pasar a medio I. Luego implantar los explantes en el
medio |1 y realizar la multiplicacion de punta de brotes luego transferir a medio |11 para
su enraizamiento. A los 10-15 dias se observa el desarrollo de los explantes.

Después de 30 dias en medio transferir las plantulas a sustrato compuesto por una
mezcla de musgo y suelo (1:1), irrigar con agua estéril y mantener asépticamente bajo
las mismas condiciones de cultivo. Después de 30 dias transferir ainvernadero (25 + 1
°Cy HR 85-90%).
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Cuadro 77. Medio para € cultivo deté

I I [
Componentes Establecimiento | Multiplicacion | Enraizamiento
MineralesMS Completo 1/2 12
Tiamina (LM) 1 1 1
Piridoxina (uUM) 15 15 15
Acido Nicotinico (uUM) 12,2 12,2 12,2
Acido folico (UM) 0,7 0,7 0,7
Riboflavina (uUM) 0,13 0,13 0,13
Pantetonato Ca (UM) 2 2 2
Biotina (LM) 0,3 0,2 0,4
Ac. Ascorbico (uUM) - - 114
H>0O coco (%) 10 10 10
Ext. Levad (mg/l) 200 - -
AIA (UM) 1,4 2,9 -
BAP (UM) 17,8 17,8 -
IBA (UM) - - 34,5
Sucrosa (%) 3 3 4
Agar (%) 0,9 - 0,9
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)

Protocolo 2

Fuente:(M¢gjia, 1994)

Explante: Segmentos nodalesy puntas de brotes

Temperatura: 25+ 2 °C.

Procedimiento:

Desinfectar superficialmente los nudos y puntas de brotes con cloruro de mercurio al
0.1% por 25 min y luego enjuagar varias veces con agua destilada estéril. Luego pasar

al medio | descrito en €l cuadro 78 para su establecimiento.
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Protocolo 3

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: Semillas

Procedimiento:

Colectar las cdpsulas de semillas verdes y desinfectar con cloruro de mercurio a 0.2%
durante 45 min, enjuagar 5 veces con agua destilada estéril. Luego pasar a medio |
descrito en & cuadro 78 durante 8 semanas.

Puede utilizar dos tipos de explantes provenientes de semillas germinadas in vitro, los
nudos cotiledonales y dpices (0.2-0.5 mm) escindidos de plantitas de 2 meses de edad.
Los apices se cultivan en medio (11, A) paralainduccion de brotes maltiples, luego los
brotes son subcultivados en otro medio (I1, B).

Finalmente trasplantar 10s brotes regenerados, con buen sistema radicular en una mezcla
de suelo y musgo (1: 1 v/v) mantener con alta HR (80-9° %) durante las primeras 4

semanas luego establecer en &l suelo bajo condiciones de invernadero.

Cuadro 78. Medios para € cultivo de té

I I Il
Componentes Establecimiento Multiplicacion Enraizamiento
A B
MS 1/2 1/2 Yo 12
Tiamina (mg/l) 1 1 1 1
Ac. Nicotinico (mg/l) 1 1 1 1
Piridoxina (mg/l) 0,5 0,5 0,5 0,5
Acido félico (mg/l) 0,05 0,05 0,05 0,05
Pantetonato de Ca (mg/l) 0,2 0,2 0,2 0,2
BAP (mg/l) 5 1 10 -
IBA (mg/l) 0,1 0,1 2 -
Kinetina (mg/l) - 0,5-10 - -
Caseinahidrolizado (mg/l) 1000 1000 1000 -
Agua de coco (%) 10 10 10 -
Sucrosa (%) 2 2 2 2
Agar (%) 0,8 0,8 0,8 0,8
pH=5,6+0,2

Fuente: (Mgjia, 1994)
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56. TOMATE, Lycopersicum esculentum = Solanum lycopersicum. Solanaceae

Fuente: (Hanan & Mondragdn, 2009.)

Descripcion

El tomate (Lycopersicum esculentum) pertenece a la familia Solanaceae. Es una hierba
delicada, generalmente de vida corta, con pelos glandulares algo pegaj0sos.
Generamente alcanza hasta 1 m de altura, aunque a veces mas alta. Posee un tallo tieso
0 recargandose para trepar, algo aspero a tacto. Presenta hojas dternas, de hasta 25 cm
de largo, divididas en varias hojillas de diferentes tamafios que a su vez pueden estar
divididas principalmente en la base, de dpice puntiagudo y con e margen aserrado, sus
flores son dispuestas en racimos cortos o0 alargados, a veces ramificados, ubicados
generamente en las bifurcaciones de los tallos o bien en los nudos, posee un fruto
carnoso, jugoso, globoso o aargado, de color rojo a madurar, con semillas numerosas,
mMas 0 menos circulares, aplanadas, amarillas (Hanan & Mondragén, 2009.)

Pr otocolo de propagacion in vitro del tomate

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explante: Talos axilares

Temperatura: 20 °C

Procedimiento:

Desinfectar los explantes con hipoclorito de sodio a 3% durante 20 min, luego enjuagar
cuatro veces con agua destilada estéril y sembrar en el medio (1, 11) descrito en €l cuadro
79.

Luego transferir después de cuatro a cinco semanas al medio I11.
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Cuadro 79. Medios para € cultivo del tomate

Componentes o '
Establecimiento, Multiplicacion | Enraizamiento
MS Completo completo

AGs (mg/l) 1 )

KIN (mg/l) 0,5 0,5
Gluocosa (%) 3 -
Sucrosa (%) - 2

Agar (%) 0,6 0,6

pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)

57. UNA DE GATO, Uncaria tomentosa. Rubiaceae

Fuente: (Sabina, 2012)

Descripcién

La ufia de gato (Uncaria tomentosa) pertenece ala familia Rubiaceae. Es una trepadora
gigante, cuyo talo principa puede acanzar un grosor de 25 cm y una longitud total de
hasta 40 m. Sus ramas jévenes tienen forma cuadrangular. Posee hojas pecioladas, de
forma oblonga u oblongo-aovado de aproximadamente 9 a 17 cm de longitud por 4 a 9
cm de ancho, en € envés presenta finos vellos largos y cortos, que es lo que da a esta
especie e nombre de tomentosa. Presenta flores sésiles de color amarillento. Su fruto es
bivalvo y alargado, mide hasta 6 mm de longitud. Las semillas son fusiformes, muy

pequeias, longitudinalesy aladas (Dwyer, 1980).
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Protocolo de propagacion in vitro de la uia de gato

Protocolo 1

Fuente: (Palacios & Leech, 2004)

Explante: yemas axilares

Temperatura: 27 °C

Procedimiento:

Desinfectar con agrimycin y benlate (1:1) por una hora y pasar a una solucion de
cloruro de calcio a 10% (p/v), durante 15 minutos, sumergir en alcohol a 70%, por 1
minuto, luego pasar a un medio que contiene (M&S) a 25% y 1 mg/l PPM (Plant
Preservative Mixture). Posteriormente multiplicar en el medio de cultivo estandar que
contiene M& S + 3% de sacarosay 3 mg/l de BAP (Bencilaminopuring). Ajustar e pH a
57y e medio esterilizar por autoclave (1,2 atm de presion y 121° de temperatura

durante 20 min).

58. VID, Vitisvinifera. Vitaceae

Fuente: (Luchi, 2012)

Descripcion

La Vitis vinifera, pertenece a la familia Vitaceae. Su tronco es retorcido y tortuoso,
presenta una corteza gruesa y aspera puede alcanzar unos 35 m. Posee ramas jovenes,
denominadas sarmientos, son flexibles y muy engrosadas en los nudos; alternando sobre
ellas se disponen las hojas, grandes, pameadas y muy lobuladas y a la vez estan
dentadas, sus flores son pequefias, actinomorfas, hermafroditas, pentameras, dispuestas
en paniculas colgantes y opuestas a las hojas, posee un fruto en forma de vaya, globosa

o elipsoidal, negra, rojiza, amarillenta o verdosa, con 2-24 semillas (Luchi, 2012).
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Protocolos de propagacion in vitro dela vid

Protocolo 1

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: 4pices

Luz: 16 hluz y 8 h oscuridad.

Temperatura: 23-30 °C

Procedimiento:

Eliminar las hojas, luego sumergir los apices en etanol a 70% por 1 min. Enjuagar 3
veces con agua destilada estéril. En la camara aséptica cortar los dpices de 3 nudos y
colocar en medio sdlido | (agar o gelrite) detallado en el cuadro 80.

Dividir y separar los brotes para cultivarlos en e medio I, después del 2do o 3er

subcultivo pasar al medio 1.

Cuadro 80. Medio para € cultivode VID

I I [l
Componentes Establecimiento | Multiplicacion | Enraizamiento
SalesMS 3/4 3/4 3/4
NaH.PO,.H,O (mg/l) - 170 150
Tiamina (mg/l) 04 04 04
SO.Ad (mg/l) - 80 -
Inositol (mg/l) 100 100 25
BA (mg/l) 0,1 2 -
AlA (mg/l) - - 0,1
Sucrosa (g/l) 30 30 10
Gelrite (g/l) 1 2 1
Agar (g/l) 0,5 0,5 0,5
pH=5,3

Fuente: (Mgjia, 1994)
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Protocolo 2

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: Apices

Procedimiento:

Desinfectar con etanol al 75% por 3 min, luego en NaOCI a 15% + 0,1% de tween 20
por 15 min, lavar 3 veces con agua destilada estéril y luego pasar a medio (I, I1)
descrito en el cuadro 81. Finamente después del desarrollo de brotes pasar al medio 111

para su enraizamiento

Cuadro 81. Medio para €l cultivode Vid

Lyl 1
Componentes Establecimientoy Enraizamiento
Multiplicacion
MS Completo -
Medio Martinez - Completo
AG; (mg/l) 0,5 -
BAP (mg/l) 1 -
Sucrosa (g/l) 30 30
Agar (g/l) 8 8
pH=5,6

Fuente: (Mgjia, 1994)

Protocolo 3

Fuente:(Mgjia, 1994)

Explante: gpices

Procedimiento:

Desinfectar con etanol al 75% por 3 min, luego con NaOCl a 15% + 0,1% de tween 20
por 15 min, lavar 3 veces con agua destilada estéril luego pasar al medio | descrito en €l
cuadro 82, luego para obtener la proliferacion de brotes pasar a medio Il de

multiplicacion y finalmente para obtener un sistema radicular pasar al medio I11.
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Cuadro 82. Medio para € cultivo de Vid

Componentes ! ! .
Establecimiento | Multiplicacion | Enraizamiento
MS Completo Completo -

Medio White - - Completo
BAP (mg/l) 2,25 2,25 -
Sucrosa (%) 3 3 -

Agar (%) - 0,8 -

Fuente: (Mgjia, 1994)

En e cuadro 83, se describe la composicion del medio White.

Cuadro 83. Medio White (1943)

Componentes Cantidades
KNO; (mg/l) 80
Ca(NOs)2.4H.0 144
(mg/l)
MgS0O.,.7H,O (mg/l) 74
KCI (mg/l) 65
KH2PO. (mg/l) 12,5
MnSO,4.4H,0 (mg/l) 6,6
ZnS04.7H,0 (mg/l) 2,7
HsBO: (mg/l) 1,5
K1 (mg/l) 0,75
Fez (SO4)s(mg/l) 25

Fuente: (Mgjia, 1994)

En e cuadro 84, se describe la composicion del medio Martinez
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Cuadro 84. Medio Martinez

Componentes )
Cantidad

M acr oelementos
CaNO3.4H,0 (mg/l) | 283,2
NAH2PO4.2H20 170
(mg/l)
MgSO,4.7H.0O (mg/l) | 370
(NH4)2S0. (mg/l) 6

KCI (mg/l) 521,8
Microelementos Cantidad
K1 (mg/l) 0,83
HsBOs (mg/l) 6,2

MnSO4.H,O (mg/l) | 22,3
ZnS0,4.7H,0 (mg/l) | 8,6
Na:M004.2H.0 0,25
(mg/l)
CoCl,.6H.0 (mg/l) | 0,025
FeSO..7H.O (mg/l) | 27,8
Na.EDTA (mg/l) 37,3

Vitaminas Cantidad
Tiamina (mg/l) 1,011
Piridoxina (mg/l) 1,028
Ac. Nicotinico | 1,44
(mg/l)
Mioinositol (mg/l) 10

Otros componentes
Sucrosa (g/l) 15
Agar (g/l) 8
ANA (g/) 0,01

Fuente: (Mgjia, 1994)
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Protocolo 4
Fuente:(Mgjia, 1994)
Explante: dpices
Temperatura: 23 °C

Procedimiento:

Remover las hojas de los apices, luego desinfectar mediante una agitacion vigorosa con

NaClO a 0.6% més tween 20 a 0.1% por 20 min. Enjuagar 3 veces los §pices con agua

destilada estéril, luego cultivar en el medio | de establecimiento descrito en & cuadro

85.

Después de varias semanas, transferir los explantes al medio |1 de proliferacion.

Cuadro 85. Medio para €l cultivo de Vid

Componentes I_ _ ) ”_ _
Establecimiento | Multiplicacion
MS (mg/l) Ya Completo
SO.Ad (mg/l) 60 80
NaH-PO4.H-0 (mg/l) 128 170
IBA (mg/l) 0,023 0,03
BAP (mg/l) 2 2
Sucrosa (g/l) 20 20
Agar (g/l) 7 -
pH 57 5

Fuente: (Mgjia, 1994)

Protocolo 5

Fuente:(M¢gjia, 1994)
Explante: Segmentos nodales
Temperatura: 25+ 1°C

Procedimiento:

Desinfectar con etanol a 70% (v/v) por 3 min, hipoclorito de cacio a 3% (p/v)

conteniendo 0.2% (v/v) de tween 20 por 10 min y enjuagar 3 veces con agua destilada

estéril y pasar al medio descrito en €l cuadro 86 para su enraizamiento.
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Cuadro 86. Medio para € enraizamiento de especies viticolas

Componentes Medio de enraizamiento
NH.NO; (mg/l) 500
KNOs (mg/l) 1000
CaCl,.2HO (mg/l) 200
MgSO,4.7H.O (mg/l) 180
KH2PO4 (mg/l) 100
MnSO,4.7H,0O (mg/l) 5
HsBO; (mg/l) 1
ZnS04.7H20 (mg/l) 1
K1 (mg/l) 0,5
CuS04.5H,0 (mg/l) 0,01
CoCl,.6H,0 (mg/l) 0,01
EDTA (mg/l) 40
Biotina (mg/l) 0,1
Ac.nicotinico (mg/l) 5
Piridoxina (mg/l) 5
Tiamina (mg/l) 5
Pantetonato Ca (mg/l) 5
Inositol (mg/l) 100
Sucrosa (%) 2
Agar (%) 0,50
IBA (mg/l) 35

pH=6,4

Fuente: (Mgjia, 1994)
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Fuente: (Mercado, 2010)

Descripcién

La yuca (Manihot esculenta) pertenece a la familia Euphorbiaceae. Es un arbusto
perenne, lefioso, de tamafio variable y fotoperiodo corto. Es monoica, de ramificacion
simpodia y con variaciones en la altura de la planta que oscilan entre 1 y 5 metros,
aunque la atura maxima generalmente no excede los 3 metros. Posee flores que tienen
cinco sépalos y 10 estambres. Su fruto es una cdpsula de 1 a 2 cm de diametro,
dehiscente y semicircular (Cock, 1989).

Protocolo de propagacion in vitro dela yuca

Protocolo 1

Fuente:(Mgia, 1994)

Explante: Yemas axilares

Procedimiento:

Remover |os tallos nuevos crecidos de esquejes. Lavar los nudos con 10% de cloro por
15 min con algunas gotas de detergente y enjuagar con agua destilada estéril. Escindir
las yemas axilares de secciones nodales luego pasar al medio | descrito en e cuadro 86.
Para la multiplicacion, cultivar las secciones nodales en medio fresco libre de hormonas
en e medio Il. Después de 3-4 semanas pasar al medio I11.
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Cuadro 86. Medios para € cultivo deyuca

Componentes | !
Enraizamiento | Multiplicacion | Enraizamiento
MS Y% Completo Completo
IBA (UM) 2,5 - 2,5
BAP (UM) - 1 -
ANA (M) - 0,25 -
Sucrosa (%) 3 3 3
Agar (%) 0,80 0,80 0,80
pH=6,0
Fuente: (Mgjia, 1994)
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Cuadro 87. FORMULACION DE MEDIOSDE CULTIVO

M edios
Componentes A B5 G HE | HI HO KN KU LS WPM | MM MS NI SH | VW | WH
NH4NOs(mg/l) 400 - - - - - - - 1650 400 - 1650 | 720 - - -
KNO3;(mg/l) 480 2500 | 125 - 160 607 125-200 - 1900 - - 1900 950 | 2500 | 525 80
CaCl>2H,0(mg/l) 440 150 - 75 - - - - 440 95 - 400 166 | 200 - -
MgSO.7H-O(mg/l) 370 250 | 125 | 250 | 720 | 250 | 125-200 | 250 370 370 125 370 185 | 400 | 250 | 720
KH2PO4(mg/l) - - 125 - - - 125-200 250 170 170 125 170 68 - 250 -
(NH.)2S04(mg/l) - 134 - 125 - - - 500 - - 1000 - - - 500 -
NaH»PO,H.O(mg/l) 380 | 150 | 125 | - | 132 - - - - - - - - - - | 165
Cas(PO.)2(mg/l) - - - - - - - - - - - - - - 200 -
Ca(NOs3).4H,0(mgll) - - 500 | - 800 | 945 | 500-800 | 1000 - 556 500 - - - - 300
NaxSO.(mg/l) - - - - 100 - - - - - - - - - - 200
KCl(mg/l) - - - 750 | 130 - - - - - 1000 - - - - 65
K2SO4(mg/l) - - - - - - - - - 990 - - - - - -
NaNOs(mg/l) - - 600 | 600 - - - - - - - - - - - -
NH.H-PO.(mg/l) - - - - - 115 - - - - - - - 300 | - -
H3BO3z(mg/l) 6.2 3 005 | 1 3 2,86 - - 6,2 6,2 - 6,2 10 5 - 15
MnCl4H,O(mg/l) - - - - - 1,81 - - - - - - - - - 7
MnSO4H.O(mg/l) 16,9 10 3 - - - - - - 22,3 - 16,9 - 1 - -
MnS0,4H,0(mg/l) - - - o1 45 - - 75 22,3 - - - 25 - |75 -
ZnS0,7H,0(mg/1) 8,6 2 018 | 1 3 - - - 8,6 8,6 - 8,6 10 1 - 3
Kl(mg/l) - 075 | 05 | 01| 0,375 - - - 0,33 - - 0,83 - 1 - 0,75
Na:Mo0O42HO:(mg/l) 025 | 0,25 - - - - - - 0,25 | 0,025 - 025 | 025 | 01 - -
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CuS0,5H.0(mg/l) 0,025 | 0,025 | 0,05 - - - - - 0,025 0,25 - 0,025 | 0,25 0,2 - -
CoCl26H.0(mg/l) 0,025 | 0,025 | 0,05 - - - - - 0,025 - - 0,025 - 01 - -
FeSO,7H.O(mg/l) 55,7 27,8 - - - 5 - 25 2,8 27,8 - 27,8 27,8 15 - -
Fe(S0.)s(mg/l) - - - 50 - - - - - - - - - - - 25
NaEDTA(2H,0)(mg/l) 74,5 37,3 - - - - - - 37,3 37,3 - 37,3 37,3 20 - -
Fe tartrato(mg/l) - - - - 5,00 - - - - - - - - - 28 -
Biotina(mg/l) - - - - - - - - - - - - 0,05 - - -
Inositol(mg/l) 100 100 - - - - - - 100 100 - 100 100 | 1000 - -
SO,Adenina(mg/l) 80 - - - - - - - - - - - - - - -
AcidoNicotinico(mg/l) - 1 - - - - - - - 0,5 - 0,5 5 5 - 0,5
Tiamina, HCI(mg/l) 04 1 - - - - - - - 1 - 01 0,5 5 - 01
Pyridoxine, HCI(mg/l) - 1 - - - - - - - 0,5 - 0,5 0,5 0,5 - 01
Glycina(mg/l) - - - - - - - - - 2 - - 2 - - 3
Sucrosa(g/l) 30000 | 30000 - - - - - - 30000 | 20000 - 30000 | 20000 - - 20000
AlA(mg/l) 10 - - - - - - - 13 - - 1-30 0,1 - - -
2iP(mg/l) 5 - - - - - - - - - - - - - - -
N 0,001 -
Kinetina(mg/l) - - - - - - - - - - 0,4-10 - - - -
10
Agar(g/l) 6000 - - - - - - - 10000 | 6000 - 1000 | 8000 - - -
Clave:
A: Anderson (1978) LS: Lismanier — Skoog (1965)
B5: Gamborg (1968) WPM: McCown — Lloyd (1980)
G: Gautheret (1942) MM: Morel Muller (1964)
HE: Heller (1953) MS: Murashige — Skoog (1962)
HI: Hildebrandt Riker — Dugan (1946) NI: Nitsch _ Nitsch (1969)
HO: Hoaglan (1950) SH: Schenk — Hildebrant (1972)
KN: Knop (1965) VW: Vacin-Went (1949)
KU: Knudson C (1946) WH: White (1963)
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ABREVIATURAS

2,4-D Acido 2,4-dicloro fenoxiacético
A Adulto.

ABA Acido Absicico

AD agua destilada. KM-8p: medio de
Kao & Michayluk (Kao & Michayluk,
1975).

ADN Acido desoxirribonucléico

AlA Acido Indolacético

AIB Acido Indolbutirico

Al P Acido indolpropionico

ANA Acido Naftalén Acético

ANOVA Andisisde Varianza

ATP Adenosin Trifosfato

B5 Medio B5 de Gamborg (Gamborg,
1968).

BAP bencilaminopurina.

BHT Butyl Hidroxitolueno

BK1 medio de Brewbaker & Kwack
modificado (Brewbaker & Kwack,
1963).

C.M. Cosficiente de multiplicacion

CA carbén activado.

CH caseina hidrolizada.

v/v Volumen/volumen

DEPAC w/v Peso/ volumen

DKW Medio Driver Kuniyuki Walnut
DM SO dimetilsulféxido.
EDTA Acido
diaminotetracético

FAA Formol Acido acético Alcohol

Etileno-

etilico

= SOoLuD

FAOFood and Agriculture Organization
of the United Nations

G germinacion.

GA3 Acido Giberélico

GD Gresshoff y Doy

HPLC Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion

AN Indol-3- Acetonitrilo

I AOx Indol-3-Acetaldoxime

| GP Indol-3-Glicerolfosfato

I PA 1s0 Pentenil Adenosina

J juvenil.

Kin 6 Kn Kinetina

L Medio Lepoivre

LS Medio Linsmaier y Skoog

MA, MVA Micorriza arbuscular,
Micorriza Vesiculo Arbuscular

MeOH Metanol

M1 microinjerto.

M PP micropropagacion.

M S medio de Murashige & Skoog).

N medio de Nitsh (Nitsch & Nitsch,
1969).

NPK Nitrogeno, fésforo, potasio

OA organogénesis adventicia.

PROT protoplastos.

S.D. sin datos.

SH 6 SyH Medio Schenk y Hildebrandt

WPM Woody Plant medium

Z Zedtina

ZR Ribdsido de Zestina
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