





 Categories
 Top Downloads









Login
Register
Upload











Search












	
Categories

	
Top Downloads

	
	
Login

	
Register







Search











	
Home

	Composicion Medios de Cultivo

 Composicion Medios de Cultivo


February 21, 2019 | Author: Roger_Fernandez_H | Category: Auxin, Agar, Calcium, Vitamin, Metabolism 


 DOWNLOAD PDF - 225.9KB



 Share
 Embed
 Donate



 Report this link







Short Description

Download Composicion Medios de Cultivo...



Description


25



ZAMORANO Carrera de Ciencia y Producción Agropecuaria



Módulo de Biotecnología Aplicada Area de Actividad: Cultivo de Tejidos Vegetales y Propagación  In Vitro



III. COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO Esta parte del laboratorio permitirá al estudiante familiarizarse con la función de los diferentes componentes que se incluyen en la elaboración de un medio de cultivo.



Requerimientos Nutricionales y Hormonales de un Medio de Cultivo



3.1 A G U A



3.3 Componentes Orgánicos



3.2 Componentes



Inorgánicos Microelementos



Macroelementos a) Carbohidratos  N Al I  b) Vitaminas P B Mn c) Aminoácidos K  Cl Mo d) Reguladores del crecimiento (Hormonas): Ca Co  Ni auxinas, citocininas, giberelinas Mg Cu Zn e) Antibióticos S Fe Agua de coco Pulpa de banano 3.4 Componentes Indefinidos Extracto de levadura Jugos de fruta Caseína hidrolizada Agar  Carbón activado Figura 3-1. Complejo de sustancias de un medio nutritivo para inducir crecimiento y desarrollo.
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El medio de cultivo a utilizar depende de varios factores: c) cultiv cultivo o con el el que se esta esta trabaj trabajand ando; o;  b) tipo de explante utilizado; c) etapa en el proceso de micropropagación.



3.1



AGUA



Se utiliza agua destilada y no de la llave. El agua de la llave no es pura ni uniforme ya que contie contiene ne entre entre otros: otros: sales sales miner minerale ales, s, aceit aceites, es, product productos os de la corros corrosión ión de las las tuberí tuberías, as, compue compuesto stoss orgáni orgánicos cos,, microo microorgan rganism ismos, os, gases gases disuel disueltos tos,, etc. etc. Las célula célulass en cultiv cultivo o son extremadamente susceptibles a sustancias tóxicas en el medio aún en concentraciones muy  pequeñas, por lo tanto es importante utilizar agua purificada (agua destilada). El agua comprende aproximadamente un 90 a un 95% del medio.



3.2 COM COMPON PONENTE TES S IN INORG ORGANICO ICOS 3.2. 3.2.1 1 Macr Macroe oele leme ment ntos os El balance iónico del medio esta conformado por los macroelementos que se agregan. El nitrógeno (N) es agregado al medio en dos formas: como amonio (NH4+) y como nitrato (NO3-). Cuando se agrega el N en forma de NH4+ el pH del medio baja, por lo tanto la acidez del medio aumenta por la liberación de iones de H+. Cuando se agrega el N en forma de NO3- el pH del medio sube, la acidez del medio disminuye por la liberación de iones de OH-. El N influencia el crecimiento de las plantas y su deficiencia se manifiesta en hojas cloróticas y crecimiento reducido. Es un importante componente de proteínas, aminoácidos, ácidos nucleicos y hormonas naturales de las plantas. El fósforo (P) es usado en la conversión de energía y en la activación de enzimas. Es un importante componente de la molécula de ADN. Las dos formas más comunes en que se agrega el P al medio son como fosfato de potasio (KH2PO4) y como fosfato de sodio (NaH2PO4). El potasio (K) es usado en la síntesis de carbohidratos y proteínas, en la reducción de nitratos, y en la regulación de las relaciones hídricas del sistema. Es también necesario en la división celular. Las dos fuentes más comunes de potasio en el medio de cultivo son el nitrato de potasio (KNO3) y el fosfato de potasio (KH2PO4). El calcio (Ca) es un componente integral de la pared celular. Se añade al medio como cloruro de calcio dihidratado (CaCl2 • 2H2O) o como nitrato de calcio tetrahidratado (Ca[NO3]2 • 4H2O). El magnesio (Mg) es usado en la activación de enzimas y se agrega con el sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4 • 7H2O). El azufre (S) es componente de algunas proteínas. Se agrega al medio a través de los compuestos sulfatados (SO42-).



3.2.2 Hierro



27 El hierro participa en la síntesis de clorofila y en el sistema respiratorio. Cuando los iones de hierro se precipitan en el medio, especialmente en la presencia de Ca, el hierro no se hace disponible para las plantas. Para aliviar este problema de disponibilidad se agrega al medio en forma de quelato. El agente quelatado que se agrega mantiene el hierro en solución y permite que se haga disponible a la planta. Este agente es el EDTA (Ethylenediamine tetracetic acid). En cultivo de tejidos, hay dos formas comunes para agregar el hierro: a) se utiliza el sulfato de hierro (FeSO4 • 7H2O) mezclado con la sal sódica de EDTA (Na2EDTA • 2H2O)  b) o se utiliza la sal sódica de hierro quelatado (FeNaEDTA).



3.2.3 Microelementos Microelementos Se requieren en cantidades menores. El boro (B) esta involucrado en el movimiento de azúcares, agua y hormonas, así mismo con el metabolismo de N y en la división celular. Es tóxico a niveles muy altos, causando daños severos e incluso muerte de la planta. Se añade al medio como ácido bórico (H3BO3). El cloro (Cl) ayuda a estimular la fotosíntesis y es necesario en el crecimiento de las plantas. Se requi requier eree en cant cantid idade adess muy muy míni mínima mass y es agreg agregado ado en el comp compue uest sto o clor cloruro uro de calc calcio io dihidratado (CaCl2 • 2H2O). Especialmente las plantas leñosas son sensitivas al cloro en el medio,  por lo que cuando se trabaja con este tipo de plantas se prefiere agregar calcio al medio usando otras fuentes no clorinadas. El cobalto (Co) es parte integral de la vitamina B 12 y ayuda en la fijación de N. Se agrega en el cloruro de cobalto dihidratado (CoCl2 • 2H2O). El cobre (Cu) es necesario en la conversión de energía, en la síntesis de clorofila, y se encuentra como componente de algunas enzimas. Para agregar la cantidad de cobre necesario en el medio se utiliza el sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4 • 5H2O). El iodo (I) es componente de algunos aminoácidos pero no se le considera verdaderamente un elemento esencial. En algunos cultivos puede incluso llegar a tener un efecto adverso. Se añade al medio como yoduro de potasio (KI). El manganeso (Mn) es parte integral de la membrana que recubre los cloroplastos. Se agrega al medio de cultivo como sulfato de manganeso monohidratado (MnSO4 • H2O). El molibdeno (Mo) es importante importante en la fijación fijación de N, en la conversión conversión de N a NH4+ y se agrega al medio como molibdato de sodio dihidratado (Na2MoO4 • 2H2O). El zinc (Zn) es un activador enzimático importante en la formación de clorofila y de la auxina ácido indoleacéti indoleacético co (AIA). La cantidad de Zn requerida requerida en el medio se agrega en el compuesto compuesto sulfato de zinc heptahidratado ((ZnSO4 • 7H2O).



3.3 COM COMPON PONENTE TES S ORGANICO NICOS S 3.3.1 Sup Supleme lementos ntos Macro-or Macro-orgáni gánicos cos
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3.3.1.1



Carbohidratos



Las plantas in vitro requieren de una fuente externa de energía ya que son heterotróficas, no fotosintet fotosintetizan, izan, por lo tanto no son autosufici autosuficientes. entes. Esta fuente de energía energía es la sacarosa que se usa en el medio a razón de 20 a 40 g/L (2-4%). La sacarosa es un producto indirecto de la fotosíntesis. Es un disacárido que consiste en dos monosacári monosacáridos dos ligados ligados químicamente: químicamente: fructosa fructosa y glucosa. glucosa. En algunas algunas ocasiones ocasiones se puede sustituir la sacarosa por glucosa o fructosa agregados por separado, pero la mayoría de las   plantas responde más favorablemente a la sacarosa. Cuando se agrega sacarosa al medio, la  planta libera unas enzimas que ayudan en la hidrólisis de las moléculas de sacarosa; es así como estas moléculas se descomponen, durante el proceso, en sus componentes monosacáridos. El manitol es un azúcar azúcar alcohol que algunas algunas veces se agrega al medio como nutriente nutriente y/o para regular el control osmótico del sistema.



3.3.2 Sup Supleme lementos ntos Micro-or Micro-orgáni gánicos cos 3.3.2.1 Vitaminas Las vitaminas del complejo B son importantes en el metabolismo y el crecimiento de las plantas. Entre las vitaminas que se utilizan en cultivo de tejidos están: a) Tiamina (vitamina B1). Utilizada en el proceso de respiración de la planta. Por lo general se la utiliza a razón de 0.4 mg/L. Es una vitamina esencia que se requiere en casi todos los cultivos.  b) Riboflavina (vitamina B2). Ayuda en la metabolización de carbohidratos y en la respiración celular. c) Acido nicotínico (niacina o vitamina B3). Estimula el crecimiento de las plantas a través de su  participación como componente de co-enzimas que actúan en las reacciones de energía. Por lo general se agrega al medio entre 0.1 a 10 mg/L. d) Adenina (vitamina B4). Es parte integral del ADN y el ARN en el núcleo de la célula. También actúa como citocinina pero de una manera muy débil; se utiliza como sulfato de adenina para la promoción y formación de brotes. e) Acido pantoténico (vitamina B5). actúa como co-enzima en el metabolismo de grasas. Se agrega al medio en forma de pantotenato de calcio. f) Piridoxina (vitamina B6). Al igual que el ácido nicotínico estimula el crecimiento de las  plantas actuando en las reacciones de energía. g) Acido ascórbico ascórbico (vitamina (vitamina C). Se utiliza utiliza como antioxidante antioxidante para prevenir la oxidación oxidación de compuestos fenólicos. h) Tocoferol (vitamina E). Para mejorar y promover la dispersión en cultivos en suspensión. i) Biotina (vitamina H). Utilizada en el metabolismo metabolismo de grasas, proteínas proteínas y carbohidratos.  j) Inositol Inositol o myo-inositol myo-inositol.. Es un azúcar-alcohol azúcar-alcohol que esta esta incluido dentro dentro del complejo de la vitamina B. Se agrega en casi todos los medios de cultivo a razón de 100 mg/L y como suplemento de la sacarosa. Es parte integral de varios tipos de membranas de algunos organelos como los cloroplastos. k) Acido fólico (vitamina Bc o M). tiene funciones de vitamina B y tiene actividad de coenzima.



3.3.2.2



Aminoácidos



29 Se utilizan en la síntesis de proteínas. Importantes en cultivo de tejidos podemos encontrar los siguientes siguientes:: alanina, alanina, arginina, arginina, asparagina, asparagina, cisteína, glutamina, glicina, glicina, lisina, lisina, prolina, prolina, serina, serina, tirosina. De éstos los más comúnmente utilizados u tilizados son la cisteína y la glicina.



3.3.2.3



Reguladores de del Cr Crecimiento



Las hormon hormonas as regula regulador doras as del crecim crecimien iento to son de los los compue compuesto stoss más important importantes es que se incluyen en un medio de cultivo. Del propósito del medio de cultivo que se esta preparando depende el tipo y la dosis de hormona a utilizar.



3.3.2.3.1



Auxinas



Las auxinas estimulan el agrandamiento y alargamiento celular, además de que promueven la división celular en cultivo de tejidos. Se utilizan ya sea combinadas con citocininas durante la etapa de multiplicación (etapa II), o sin citocininas durante la etapa de enraizamiento (etapa III). Al preparar soluciones madre de auxinas, éstas se disuelven con unas gotas de una solución 1M de hidróxido de sodio (NaOH) o de una solución 1M de hidróxido de potasio (KOH). Estas sustancias son esenciales en los siguientes procesos: a) en el cultivo de meristemas;  b) en el cultivo de ápices caulinares no son esenciales pero promueven el crecimiento; c) en los procesos de morfogénesis directa e indirecta; d) en el enraizamiento de microesquejes en la etapa III; e) en la inducción de embriogénesis somática. El tipo de crecimiento deseado va a determinar el tipo de auxina que se va a escoger y la concentración requerida. La cantidad de auxina también dependerá del nivel natural existente de hormona en el explante (auxina endógena) y ésto se calcula a través de experimentos en los que se comparan dosis diferentes de auxinas en el medio de cultivo (auxina exógena). La interacción entr entree las las cant cantid idad ades es endó endóge gena nass y exóg exógen enas as de auxi auxina na en el expl explan ante te y en el medi medio, o, respectivamente, van a promover la síntesis/producción de auxina en el explante. Hay dos tipos de auxinas: naturales y sintéticas. De las auxinas naturales el ácido indolacético indolacético (AIA) es el más utilizado. El AIA es fotosensible, se degrada en presencia de la luz, por lo tanto se debe almacenar en la oscuridad. Las “auxinas sintéticas” tienen un efecto fisiológico similar al de las auxinas naturales y se  producen sintéticamente; las más utilizadas son: indolbutírico (AIB) como es más estable en la luz que el AIA, se prefiere para la a) el ácido indolbutírico inducción de raíces;  b) el ácido naftalenacético naftalenacético (ANA) se utiliza para la inducción de raíces, pero también para  promover crecimiento de tejido calloso; c) el 2,4-dich 2,4-dichlor lorophe ophenoxy noxyace acetic tic acid acid (2,4-D) es una una auxin auxinaa sint sintét étic icaa que tamb tambié ién n tiene tiene  propiedades herbicidas a altas concentraciones. Se utiliza mucho en cultivo de tejidos  para inducir la formación de callo.



3.3.2.3.2



Citocininas



30 Estas sustancias reguladoras del crecimiento son utilizadas en cultivo de tejidos para estimular la división celular, especialmente si se agregan junto con una auxina. A altas concentraciones inducen la formación de brotes adventicios e inhiben la formación de raíces; promueven la multiplicación de tallos y la proliferación de yemas laterales a través de la disminución de la dominancia apical. Las citocininas ayudan, así mismo, a dilatar el proceso de envejecimiento de las las célul células as e infl influe uenci ncian an el tran transp spor orte te de las las auxi auxina nas. s. Al prepa prepara rarr solu soluci cion ones es madr madree de citocininas, éstas se disuelven con unas gotas de una solución 1M de ácido clorhídrico (HCl). Entre las citocininas utilizadas en cultivo de tejidos están: a) el 6-benzylaminopurina (BA o BAP) es una citocinina sintética muy comúnmente utilizada  para estimular el crecimiento de yemas axilares;  b) el 2iP (IPA; 6-[ γ ,γ -dimethylallylamino]purine o N6-[2-isopentenyl]adenine) es una hormona natural que promueve una rápida división celular por lo que en algunas plantas causa un crecimiento irregular; c) la kinetina (6-furfurylaminopurine) es otra citocinina sintética que con el BAP son las más comúnmente utilizadas en cultivo de tejidos; d) el zeatin es otra hormona natural 10 veces más potente que la kinetina y, por lo tanto, su  precio es bastante elevado.



3.3.2.3.3



Giberelinas



Este grupo de sustancias sustancias ocurre naturalmente en las plantas e influencian el alargamiento de las células y la elongación de tallos. No se utiliza mucho en cultivos in vitro. vitro. In vitro las giberelinas inducen la elongación de entrenudos y el crecimiento de meristemas y yemas. También ayudan a romper la dormancia de embriones aislados o semillas. Por lo general esta sustancias inhiben la formación de tallos y raíces adventicias. De todas las giberelinas la más usada en vitrocultivos es AG3 o ácido giberélico3.



3.3.2.3.4



Ancymidol



Es un retard retardant antee del crecim crecimien iento to cuyo cuyo efecto efecto in vitro vitro es simi simila larr a la de las las cito citoci cini nina nas. s. Comercialmente se le conoce como A-Rest.



3.3.2.3.5



Etileno



Es un gas producido por las plantas que tiene efecto en su crecimiento. Si se concentra dentro de los contenedores donde están creciendo las vitroplantas su efecto puede ser bastante dañino.



3.3.2.4



Antibióticos



En micropropagación los antibióticos no son muy utilizados en forma rutinaria para atacar  contaminantes ya que a menudo no son efectivos además de que pueden matar el cultivo o inducir inestabilidad genética. Se utilizan más comúnmente en experimentos de transferencia de genes para controlar o eliminar el Agrobacterium el Agrobacterium.. El uso de antibióticos en cultivo de tejidos se debe hacer de una forma profiláctica y de ninguna manera debe ser un sustituto de las técnicas asépticas que se deben manejar en el laboratorio. Hay que recordar que ningún antibiótico es efectivo contra todos los microorganismos que   poten potencia cialme lmente nte pueden pueden causar causar contam contamina inació ción. n. Si se lo utiliz utiliza, a, es conven convenien iente te limita limitarr el tratamiento a la etapa del cultivo donde la profilaxis sería de más beneficio. La selección del



31 antibiótico a utilizar se debe hacer una vez que se conozcan cuáles son los microorganismos causantes de la contaminación. Se pueden utilizar los siguientes antibióticos: ampicilina, carbenicilina, sulfato de gentamicina (autoclavable), ribavirin (agente antiviral de amplio espectro), estreptomicina. Otros antibióticos como la penicilina, terramicina y tetraciclina se han probado en cultivo de tejidos pero no han dado buenos resultados.



3.4 COM COMPON PONENTE TES S INDE INDEFI FINI NID DOS 3.4.1 3.4.1 Agent Agentes es Gelatin Gelatiniz izado adores res El agar es un polisacárido derivado de extractos de varias especies de algas rojas, con un alto  peso molecular y con la capacidad de gelatinizar un medio de cultivo. Aunque es considerado como un material inerte, el agar natural contiene cantidades mínimas de algunos elementos por  lo que se le considera como un compuesto químicamente indefinido. Existe Existen n difere diferentes ntes tipos tipos de agar, agar, y difere diferente ntess casas casas comerc comercial iales es lo venden venden bajo bajo difere diferentes ntes nombres. La calidad del agar depende de varios factores, entre ellos, la época del año en que el alga ha sido colectada, el nivel de contaminantes, el proceso de manufactura y la manera en que el producto ha sido purificado. Cualquier nivel de impurezas en el agar puede tener efecto en la respuesta del vitrocultivo. Características del agar: a) se solidifica a 45oC;  b) se torna líquido a la temperatura de ebullición del agua (100oC); c) es estable in vitro ya que no es degradado por enzimas vegetales; d) no reacciona con ninguno de los componentes del medio de cultivo; e) la concentración utilizada para hacer un medio semi-sólido es de 0.5 - 1% (peso/vol), o sea de 5-10 g/L (8 g/L es la recomendación general); f) la gelatinización del agar en el medio depende de dos factores: • la marca del agar ya que a la misma concentración diferentes marcas de productos  presentan diferentes niveles de dureza; • el pH del medio ya que a un pH más bajo el agar tiende a no gelatinizar muy bien. g) la dureza del medio puede afectar también la presión osmótica del medio. A medida que el nivel de agar se incrementa, también se incrementa el potencial hídrico del medio, reduciendo el crecimiento del cultivo. Bacto-agar, Difco-agar son agentes gelatinizadores derivados de algas marinas. Hay El Agar, Bacto-agar, otros agentes gelatinizadores que no son a base de agar como el Gelrite o Phytagel que es también un polisacárido derivado en forma natural, producido por la fermentación de la bacteria  Pseudomonas elodea.



Las ventajas del Gelrite sobre los agentes gelatinizadores a base de agar son: a) es un agente gelatinizador con un alto grado de pureza;  b) es completamente claro/cristalino cuando solidifica; c) se utiliza a una concentración 4x menor que el agar; d) es bastante uniforme y puro;



32 e) no cont contie iene ne comp compue uest stos os fenó fenóli lico coss como como los los cont contie iene nen n algu alguno noss tipo tiposs de agen agente tess gelatinizadores a base de agar. f) no es afectado por la acidez del medio de cultivo. La desventaja del Gelrite es que pude contribuir al problema de vitrificación (las plantas se tornan de una apariencia vidriosa e hinchadas). El Agargel de la Compañía Sigma es una mezcla de agar y phytagel que fue formulada para controlar este problema.



3.4. 3.4.2 2 Carb Carbón ón Act Activ ivad ado o Algunas plantas se caracterizan por liberar unos pigmentos café a negros después de un corte. Estos pigmentos son compuestos fenólicos y taninas que se oxidan y posteriormente dificultan el vitro. El carbón activado es un compuesto antioxidante ya crecimiento y desarrollo del cultivo in vitro. que contribuye a absorber esos compuestos fenólicos cuando están presentes. Cuando se utiliza se agrega a razón de 0.2 - 3% (peso/vol). Otras alternativas al uso de carbón activado para contrarrestar la acción de los compuestos fenólicos son: a) el ácido cítrico que se puede utilizar en el medio o durante el proceso de preparación del explante;  b) el ácido ascórbico, que al igual que el ácido cítrico se puede utilizar en el medio o durante el  proceso de preparación del explante. El ácido cítrico y el ácido ascórbico se pueden utilizar solos o combinados. Si se les utiliza juntos como solución antioxidante durante la preparación de los explantes, se  prepara una solución que contenga 150 mg/L de ácido cítrico y 100 mg/L de ácido ascórbico; c) la cisteína adicionada al medio de cultivo.



3.4. 3.4.3 3 Agua Agua de Coco Coco El agua de coco es un medio bastante complejo que contiene un rango amplio de compuestos orgánicos e inorgánicos. Se utiliza en el medio de “Knudson C” para la germinación asimbiótica vitro; se usa en cantidades de 100 a 150 mg/L de medio de cultivo. de embriones de orquídeas in vitro; Debe ser filtrado antes de su uso y se puede mantener en refrigeración.



3.4.4 3.4.4 Extrac Extracto to de levad levadur ura a Es una fuente natural de vitaminas.



3.4.5 3.4.5 Caseín Caseína a hid hidrol roliz izada ada Es una mezcla indefinida de proteínas que se utiliza en cultivo de tejidos como una fuente indefinida de nitrógeno orgánico. Es un ácido suave producido a través de la hidrólisis de la caseína, una proteína de la leche.



3.5 REFERENCIAS Cent Centro ro Inte Intern rnac acio iona nall de Agri Agricul cultu tura ra Trop Tropic ical al (CIA (CIAT) T).. 1991. 1991. Cult Cultiv ivos os de Teji Tejido doss en la Agricu Agricultu ltura. ra. Fundam Fundament entos os y Aplica Aplicacio ciones nes.. W. Roca Roca y L. A. Mrogin Mroginski ski (Eds.) (Eds.).. Cali. Cali. Colombia. 969 p.



33 Dodds, J. H. y L. W. Roberts. 1995. Experiments in plant tissue culture. Cambridge University Press. 256 p. Kyte, L. y J, Klein. 1996. Plants from test tubes. An introductio introduction n to micropropagatio micropropagation. n. Timber  Press, Portland, Oregon. 240 p. Pierik, R. L. M. 1987. In vitro culture of higher plants. Martinus Nijhoff Publishers, Dordrecht. 344 p.
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