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19 CURSO INTERNACIONAL DE EMBRIOGENESIS
SOMATICA EN ESPECIES TROPICALES
Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP)
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El Instituto de Bioctecnologia de Las Plantas (IBP), esta adscrito a a Facultad de Ciencias Agricolas de la
Universidad Central de Las Villas, Cuba. Fue fundado en 1992 y sus objetivos basicos estén dirigidos.
especialmente al desarrollo eficiente de las investigaciones, por lo cual se le concede vital importancia al
desarrollo ¥ aplicaciéon de técnicas biolecnologicas con vistas al mejoramiento genético de plantas y a la
produccién de semillas de alta calidad. Tiene ademas, como caracteristica principal, una estrecha unidn
con la produccion, para lo cual cuenta con una Biofabrica.
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PROGRAMA CIENTIFICO C

Lunes 27 de Septiembre )
Recibimiento y apertura oficial del curso.

Martes 28 de septiembre
3:00 AM - 12:30 PM
CONFERENC1A 1, Aspeclos basicos de la embriogénesis somatica. iniciacion y mantenimiento de los
cultivos embricgenicos.

Dra. Marisol Freire Seijo

1

200 PM - 5:00 PM . )
CLASE PRACTICA 1. Seleccidn dz! tipo de explante para la induccidn de la embriogénesis somatica.

Dr. Raul Barbdn Rodriguez ol e ._b? CAAA « Caa .

Miércoles 29 de septiembre

9:00 AM - 12;30 PM

CONFERENCIA 2. Diferenciacion, germinacion y conversién de embriones somaticos.
D Radl Barbon Rodriguez

CLASE PRACTICA 2. Formacion y multiplicacién de cailos para la induccién de embriones somaticos
Dra. Lourdes Garcia Rodriguez

Jueves 30 de septiembre

9:00 AM - 12:30 PM

CLASE PRACTICA 3. Eslablecimiento y mantenimiento de suspensiones celulares.
Dra. Marisol Freire Seijo

2:00 PM - 5:00 PM
CLASE PRACTICA 4. Caracterizacion y eslimacién del crecimiento celular.
Dra. Marisol Freire Seije

Viernes 1 de octubre



9.00 AM - 12:30 PM
CCNFERENCIA 3. Bases moleculares v fisioldgicas de la embriogenesis somatica.
Dr. Rati Barbén Rodriguez

2:00 PM - 5:00 PM

CLASE PRACTICA 5. Diferenciacion y germinacion de embriones somaticos en especies dicotiledéneas
y monocotiledéneas.

MsC. Elisa Quiala

S4abado 2 y Domingo 3 de octubre
Actividades planificadas por la Agencia de Viajes UniversiTur,

Lunes 4 de octubre

9:00 AM - 12:30 PM

CONFERENCIA 4.Contaminacién microbiana en el cultivo in vitro de células y tejidos vegetales.

Cra. Yelenys Aivarado Capé . LL‘U"'\Lés ® i ucler od cu Latns
. < 2 |y

2:00 PM - 5:00 PM emys (9 aheo. woen ol

- CONFERENCIA 5. Variacién somacional eft plantas régeneradas.via embriogénesis somatica.

Dra. Lourdes Garcifa Rodriguez

Martes 5 de octubre

9:00 AM - 12:30 PM

Conferencia 6. Emplec de la embriogénesis somatica en la propagacién masiva de plantas.
Dr. Manuel de Feria Silva

2:00 PM - 5:00 PM

CLASE PRACTICA 6. Deteccion y observacion microscopica de contaminantes microbianos del cultivo in
vitro de células y tejidos vegetales.

Dra. Yelenys Alvarado Capo -

Midrcoles 6 de octubre

9:00 AM - 12:30 PM

CLASE PRACTICA 7. Aspectos basicos y principio de funcionamiento de los b:orreactores {(CMF 100,
CHEMAP AG) para el cultivo de células vegetales. Primera parfe.

Dr. Manue! de Fena Silva

CLASE PRACTICA 7. Aspectos basicos y principio de funcionamignto de los biorreactores (CMF 100,
CHEMAP AG} para el cultivo de celulas vegetales. Segunda parte.
Dr. Manuel de Feria Silva

Jueves T de octubre

9:00 AM - 12:30 PM .

CONFERENCIA 7. Empleo de la embriogénesis somatica en el rne;oramlento genético.
MsC. Idalmis Bermudaz Carabafloso

2:00 PM - 5:.00 PM
CONFERENCIA 8. Conservacion de germoplasma in vitro.
MsC. Leyanis Garcla Aguila

Viernes 8 de octubre
10:00 AM. CLAUSURA.
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“ Clase Practica No. 1
Dr. Raul Barbén Rodriguer

SELECCION DEL TIPO DE EXPLANTE PARA LA INDUCCION DE LA EMBRIOGENESIS
SOMATICA

INTRODUCCION
La induccion de la embriogénesis somatica activa rutas de control genético, similares a las que
presenta la embriogénesis cigdtica, lo cua! se puede considerar come un fenémeno universal
para todas las plantas; sin embargo, genotipos individuales dentro de una especie varian
grandemente en su capacidad embriogénica (Parrot, 1991). Tales diferencias genotipicas en ia
capacidad embriogénica son el reflejo de diferencias en la activacion de elementos importantes
en la ruta embriogénica.
La respuesta embricgénica depende del genotipe, del estado fisiclégico de la planta, el explante
- ydeia edad de |a planta donadora (Reca 1881 y Canhoto et al., 1999). .
Todos los tejidos tienen la capacidad de formar callos in vifro, sin embargo no todos son
capaces de dar lugar a embriones somaticos. Por lo general, se han usado diversos explantes,
como segmentos de tallos y hojas {Cramer y Bridgen, 1997}, microsporas (Nitta et al., 1997),
embricnes cigéticos (Parra y Amo-Marco, 1998), cotiledones de embricnes cigéticos (Cahnoto
et al., 1999}, hipdcotiles y dpices caulinares, inflorescencias maduras, évulos (Cabasson et'ai..
1999), y protoplastos (Bang e! al, 1999) de los que se han obtenido, con éxito, callos
embricgénnlcos en varias familias de plantas. No obstante se ha planteado que los tejidos -
embrionarios y tejidos muy jovenes son los que poseen una respuesta embriogénica activa
(Dunstan et al, 1995).

OBJETIVOS
1. Emplear distintos tipos de explantes para la induccién de la embriogénesis scmatica de
forma directa o indirecta.
2. Desamollar habilidades en la manipulacion de los explantes.

PROCEDIMIENTO
Induccién de callos embricgénicos a partir de semillas
Material vegetal
Fruto inmaduro de caoba.
» Cepillar el fruto con abundante agua jabonosa.
» Colocar el fruto en una solucidn de Hipoclorito de Scdio (3.0% p/v) durante 20 minutos.
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» Enjuagar el fruto dentro de la cabina de flujo laminar con agua destilada estéril y
fraccionar con un bisturi estéril para extraer las semillas inmaduras.

« Eliminar Ia capa que cubre fa semilla y tomar la zona de los cotiledones inmaduros.

s Separar los cofiledones y eliminar los bordes dejandolos en forma cuadrada, de un
tamano aproximado de 0.5 cm.

™« Colocar cada fraccién en medio de cultivo para la formacién de callos.

I,ﬁduccidn de callos embriogénicos a partir de inflorescencias inmaduras
Malerial vegetal ‘
Fasciculos nodales de la inflorescencia masculina de Musa AAAB, cv. FHIA-18.
"« Tomar la inflorescencia masculina cuando hayan abierio diez bracteas después de la
ultima flor femenina.
o Con la ayuda de un cuchillo, cortar 10 cm antes del apice y eliminar las bracteas, hasta
reducirlas hasta un tamafio aproximado de 3.0 ¢cm.
« Desinfectar con alcohol al 70% {v/v) durante 15 minutos en la cabina de flujo laminar.
« * Enjuagar las inflorescencias tres veces con agua desfilada estéril para eliminar los
residuos de alcohol.
» Mantener el material vegetal sumergido en agua esténl para evitar su deshidratacion,
+ Extraer bajo el microscopio estereoscopico los 14 fasciculos nodales mas cercanos al
meristemo floral (considerado este como cero).
» Colocar los fasclculos desde el cinco hasta el doce, en frascos de cultivo con el medio
de cultivo para la formacién de los callos. Mantener el matenal vegetal en condiciones

de oscundad y temperatura de 27+2.0°C.

Induccién de callos embriogénicos a partir de hojas jovenes

Material vegetal

.épindles- de cafla de azucar (Ultimo entrenudo del tallo compueste por un conjunto de hojas
arrolladas que envuelven el meristemo vegetativo).

-l

_» Tomar spindles y eliminar las hojas maduras que envuelven el apice.

“a Desinfectar con Hipoclorito de Sodio {(NaQCl) al 3.0% (v/v) durante 10 minutos.

:'-if. Eliminar en condiciones asépticas las hojas armolladas hasta llegar a las hojas mas
jévenes que envuelven el meristemo apical, denominadas hojas A y B segun la-
clasificacion realizada por Guiderdoni y Demarly (1888) para el cultive de [a cafla de
azucar.

« Fraccionar en pequefios discos, con un didmetro de 3.0 = 5.0 mm.



- o Tomar los primeros cinco discos desde |la base del meristerno hacia arriba, sin incluir la
i region del meristemo.

» Colocar los discos en el medio de culivo de formacién de callos en condiciones de
oscuridad y 28 + 2 °C de temperatura.

ng;.‘er. Dong S|, Sung HC, Jang RL {1999) Plant regeneration from embryogenic cells-
érived'protoplast of Bupfeurum faicatum. Plant Cell Tissue and Organ Culture 55: 151-154

O

K %ﬁorp&- TA (ed) In vitro embryogenesis in Plants. pp. 471-538. Kluwer Academic Publishers,
" “{Dordrecht

;‘L "t

.~ "‘Guiderdoni, E, Demarly Y (1988} Histology of somatic embryogenesis in cultured leaf segments

5 ,ﬁé&sugarcane planties. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 14: 71 - 88.

‘embriogenesis in Brassica spp. Plant Cell Report 16: 406-410

< LA

‘Parra, R, Amo-Marco JB (1998) Secondary somatic embriogenesis and plant regeneratio_n in
‘myrile (Myrlus communis L.) Plant Cell Report 18: 135-144

Rarrot, W (1991) Auxin-stimulated somatic embriogenesis from immaturs cotyledons of white
clover. Plant Cell Report 10: 17

‘Roca, W (1991) Cultivo de tejidos en la Agricultura: Fundamentos y Aplicaciones. En: Rocg. w
y Mronginski LA (eds). CIAT. Cali. '




Clase Practica No. 2
Dra. Lourdes Garcla Rodriguez

" FORMACION Y MULTIPLICACION DE CALLOS PARA LA INDUCCION DE EMBRIONES
. SOMATICOS

explante original y la aparicién de los embriones somaticos (Gémez, 1998).
" Existen dos tipos de embriogénesis somatica indirecta, una conocida como de alta frecuencia
: (ESAF) y otra de baja frecuencia (ESBF), con algunas diferencias entre ellas (Merkler ef &/,
1995): En la ESBF los embriones aparecen entre las 12 y 14 semanas de cultivo, aislados © en
“‘pequefios grupos, pasando por los diferentes estadios de desarroilo. Mientras que en la ESAF
_lostembriones aparecen entre las 16 y 20 semanas de cultivo, se mantienen en estado globular,
] agrupados en un nimero mayor, aunque estos grupos aparecen en menos callos.
.;'\, En-todas las etapas del cultivo de callos el genotipe juega un importante papel en el &xito del

% trabajo. Existen plantas mas recalcitrantes que ofras, por lo que la manipulacién del material
N ‘3‘; vegetal y la concentracion de reguladores del crecimiente en el medio de cultivo difieren de una
3 ‘especie a ofra, incluso entre variedades de una misma especie.
" Lawetapa de formacion de los callos es de forma general [a menos importante, pues se logra con
1, “facilidad, sin embargo la muitiplicacidén de Jos mismos y la induccién de los embriones somaticos

:* son las mas dificiles.

Los callos después de formados pueden multiplicarse con subcultivos que varian su namero y

' ~.-duraci0n-(30-45 dias) en dependencia de [a,especie de planta, separando estos en peguefias

fracciones con tamafio entre 2-5 mm. .Generalmente se emplea el mismo medio de cultiva de

: formacion para la multiplicacién.

" Larevaluacién del crecimiento de los callos se puede realizar a través de escalas que permiten

éﬁ?‘uir de forma visual cémo se desarrolla la proliferacién de los mismos sobre la superficie del

*‘explante.- Ademas, existen otras formas de evaluar €l crecimiento de los callos entre Igs que

% estan:da determinacién de la masa fresca y la masa seca de los mismos.

.Desqe el purito de vista morfogénico la caracteristica mas importante del callo es la totipotencia

. de-sus células ya due en general con un manejo adecuado de las condiciones nulricionales,

E .ambientales y de la concentracién de los reguladores del crecimiento, tienen la capacidad de
dg_sarroliar embriones somaticos (Gémez, 1998). '

* El callo puede tener diferente apariencia y color en dependencia de la especie o genotipo con
8 . .- .que se trabaje, asl como las condicicnes del cultivo in vitro. El color varia de blanco, blanco
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“amarillento a pardo. Su apariencia puede ser acuosa o compacta, seca y noedular. Los callos
3 ~ -adecuados para la induccion de la embriogénesis somética de color amarillo a blanco y seco.

. x " Los embriones somaticos pueden obtenerse a partir de los callos en un medio de cultivo sélido
o transfinendo fragmentos de estos o embriones somaticos en etapas tempranas a medios de
cultivo liquidos para establecer suspensiones ¢elulares,

* OBJETIVOS

1. ldentificar las caracteristicas tipicas de los callos para realizar los subcultivos y para la
induccion de la embricgénesis. , ‘ |

2. Desarollar habilidades en la multiplicacién de callos de papa (Solanum tuberosum L.) y
cafeto (Coffea canephora).

= s gt TS L i £ T ORI 1 Ao it =5

3. Ewaluar el crecimiento de los calles.

48"~ PROCEDIMIENTO

l l Material vegetal

i s ;. Callos de papa (Sofanum ruberosu;m L.) y cafeto (Coffea canephora) obtenidos segin las

!’ f?; rl;ietodologlas propuestas por Santana (1993)

,, . ‘Caracterizacién, multiplicacidn y determinacién cuantitativa del crecimiento de callos .de
: | papa.

e ¥ "« Tomar callos formados en el borde de las hojas de plantas in vitro de papa. Eliminar los
] restos de hojas y sembrar los fragmentos de callos. Determinar el peso fresco de los

:. - callos sobre placas de Petri estériles, antes de colocarlos en el medio de cultivo. .
iy » :Determinar el peso fresco de callos de 25 dias de cultivo para conocer el inctemento de
peso de los mismos segln la férmula ¥y = masa fresca final — masa fresca inicial.
Calcular ademads la tasa de crecimiento relativa:

2(P—Py)
(P1+P2) (t- 1)

»= peso fresco final.
' . ¥wPiE peso fresco inicial.

T 1, _ Tiernpo de la evaluacion (Intervalo de tiempo durante el incremento de la masa fresca).
e




Subcultivar los callos y colocarios en el medic de cultivo de induccién de embriones
somaticos compuesto por las sales MS suplementadas con 1 mg.L.”' de tiamina, 1mg,L"
de AIA, 0.2 mg.L™" de 2,4-D y 3% de sacarosa, ‘

Descripcién del crecimiento.

Callo muerto
Callo vivo pero sin crecimiento

- Callo con pequefios puntos de crecimiento
Callo ¢reciendo en el 50% de su drea

Callo con crecimiento del 100% de su drea.

= Tomar explantes (de 12 semanas de cultivo) colocados en el medio de cultive de
'foi‘macibn de callos compuesto por las sales MS suplementadas con 0.8mg.Ll™ de
‘tiamina, 3 mg.L"' de kinetina, 2 mg.L"' de 2,4-D, 100mg.L"! de cystelna, 100mg.L”' de,
myoinositol y 2% de sacarosa. Eliminar los restos de hojas y callos de apariencia
acuosa.

« Colocar las fragmentos de callos seleccionadas en el medio de cultivo para la induccion
- de embriones. Incubar los frascaos en la oscuridad a una ternperatura de 27 + 2°C.

g nética de plantas por Biotecnologia. pp.25-44. Instituto de Biotecnologia de Las Plantas.
ahta(Clara | A
QF. 'SA, Parot WA y Flinn BS (1995) Morphogenic aspects of somatic embryogenesis. En; TA

; r‘i'é de-azucar (Saccharum spp. hibrido) in vitro. Cultivos Tropicales. 24: 567-577
“‘Santana, N (1993) Embriogénesis somatica en el cultivo del cafeto {Coffea spp.) Tesis de

%qtorado. INCA. Cuba. P. 230.
: ghi”q"uez; E y Torres S (1995) Crecimiento y Desarrollo. En: Vdzquez E y Torres S (Eds)
4% 3T isiologla Vegetal, pp. 269-314.Editorial Pueblo y Educacin.,



A :Clase practica No. 3
Dra:-Marisol Freire Seijo

>

BESTABLECIMIENTO Y  MANTENIMIENTO DE  SUSPENSIONES  CELULARES
BEMBRIOGENICAS

[INTRODUCCION

éétablecimlento de un cultivo de céfulas en suspensién puede lograrse directamente a partir de
@réu_los tales como: mesdfilo de hojas o fragmentos de cotiiedones, transfiriendo porciones:de
allos al medio de cultivo liquido 0 embriones inmaduros. El primero de eIIc_vs tiene la desventaja
rde que las suspensiones celulares no pueden ser mantenidas en cultivo por largos periodos de
tiemppo, lo que hace necesario prepararlas frescas para ¢ada experimento. - '

l establecimiento de un cultivo de céiulas en suspensi¢én a partir de fragmentos de callos
L epende de la calidad del tejido callaso. La utilizacién de callos como material vegetal inicial para
astablecimiento de suspensiones celulares embriogénicas ha impedido la exitosa explotacion
de 'la’ embriogénesis somatica en todas las especies vegetales. Una de las alternativas para
solucionar este problema es utilizar directamente el medic de cultivo liquido per se desde la etapa
jalde formacion de callos y la adicion de cantidades de auxina o mezclas de ellas, lo que ha
' hecho posible el desarrollo de masas proembriogénicas y la multiplicacién de éstas. El tejido
‘lzado puede ser seleccionado a partir de hojas, tallos, secciones de hipocotilo, pétalos,
erl_stemos apicales, ovarios y embriones cigétices, tuberculos y filamentos de anteras,

E] cultivo en suspensidn se establece después de un tiempo de adaptacion de los callos y células
“el'medio de cultivo quuidb, A esta etapa se le denomina también etapa de desagregacion, en
a’los callos, debido a la accidn del movimiento del medio de cultivo liquido, liberan céiulas. Al
ividirse' estas células el cultivo queda compuesto por células aisladas, agregados celulares de
rsos-tamafos, fragmentos residuales del indculo y reminiscencias de células muertas lo que
L0 nforma asi la suspension celular (Carman, 1990). El ttempo de desagregacion, generalmente,
" e\exﬂende de 15-a 35 dias en dependencia de! cultivo y a cantidad de indculo inicial, Luego de

: ste‘fper odo, es necesario eliminar los residuos de caflos y grandes agregados celulares ya que

mienzan’ a aparecer células nc embriogénicas que entorpecen el desarrollo de la suspensian
Iimi'lar.'(Evans ef af, 1981).

2

Se Lm ‘Gémez (1998) el medio de cultivo méds empleado para el crecimiento y desarrollo de las
célulasfen ‘suspension es el propuesto por Murashige y Skoog {1962} el cual se utiliza en distintos
|t|_\:'05. como por ejemplo: cafa de azucar, cafeto, bananos, platanos, papa, etc.

s-condiciones optimas para el maxime crecimiento y dispersion de las células varian de una
l. Specie a cﬁra, pero la velocidad de agitacién apropiada para la mayoria de los cultivos es de 60-



150 rpm. La velocidad éptima de agitacion depende del cultivo en particular, del tipo de frasco v
' dei volumen de medio de cultivo que debe guardar relacién con el tamafio y forma del frasco de
. cullivo. Generalmente se usan 15-20 ml de medic de cultivo en Edenmeyer de 100 ml o 30-50 mi
i para Edenmeyer de 250 mi (Merkle ef af,, 1995).

Ef pericdo de tiempo entre la inigiacién del cultivo y la fase estacionaria estd determinado

¥ primeramente por:
4
g+ Densidad celular inicial.

e  Duracion de la fase de latencia.

Incremento proporcional de la linea de células.

K
e .

f La.minima o critica densidad inicial de células para lograr el crecimiento de una nueva suspension
¥ celular depende de:

o El genotipo que se cultiva.
_ + De la duracién e incubacién del in6cuto que se utiliza.

E « Composicion del medio de cultivo.

® OBJETIVOS

: 4. Establecer suspensiones celulares a partir de callos embriogénicos.

%32 Definir los aspectos a tener en cuenta para el mantenimiento de las suspensiones
by, D . .

celulares embriogénicas.

- ;\%?EDIMIENTO
! Material vegetal
'Seiutilizaran para el establecimiento de las suspensiones celulares callos embriogénicos de cafie

‘ gﬂé;azﬂcar (Saccharum spp. hibrido)
?l L‘%‘f.
Estiiblecimiento de suspensiones celulares

Seleccionar con el empleo del microscopio estereoscopico callos con estructura:
-embriogénicas. : '
Colocarlos en Erlenmeyers con capacidad para 25 ml, con 2.0 ml de medio de cultive
Estos frascos deben de chequearse y en caso necesano se adicionard medio de cultive
hasta llegar a 5.0 mi de volumen total.

Las suspensiones celulares deben ser coiocadas en Erlenmeyers de 100 mi
posteriormente de 250 ml. Para &llo debe de transferirse &l contenido de los Erlenmeyers ¢

tubos de ensayos cénicos de 15 ml y medir el volumen que ocupan las células después de



la decantacién de estas durante 2 min. La concentracién final de células debe de ajust.
a 3.0% de VCS {Schoofs,1997).

Es importante en esta fase muestrear periddicamente las suspensiones celulares para comprt
su calidad, vitalidad y posible contaminacién microbiana. '

JiMantenimiento de suspensiones celulares embriogénicas
‘Material vegetal

s Se utifizaran suspensiones celulares de bananos (Musa spp.).

» Las suspensiones celulares seran subculﬁvédas en Erdenmeyers de 250 mi, ‘siempre (
una concentracion final de células del 3.0% de VCS. '

~ « Determinar la concentracién final de células por el método del volumen de célu!
sedimentadas (MCS).. o
o Transferir el contenido de los Edenmeyers a tubos de ensayos conicos de

mi, para medir el volumen que ocupan ias células después de |a decantacion
estas a los dos minules.

o Posteriormente las células serdn transferidas a un Erlenmeyer de 250 ml dont

se adicionara medio de cultivo y seguidamente seran colocadas en:el agitad
orbital a 90 rpm. ' y

REFERENCIAS

g . .Carman C (1990) Embryogenic cells in plant tissue cultures: occurrence and behavior. In Vitro Ce
Dev. Biol. 26: 746

vans'D, Sharp W y Flick C {1981) Growth and behavior of cell cultures: embryogenesis ant

ganogenesis. En: Thorpe T (ed) Plant Tissue Culture: methods and appllcattons in agncuﬂure
”’45—113 .Academic Press. New York ~

- Omez R (1998} Embriogénesis somdtica. En: Pérez J {(ed). Propagacion y Mejora Genétlca de
antastpor Biotecnologia. pp. 57-79. [BP. Santa Clara

Mérk‘le S, Parrott W y Flinn B {1995) Morphogenic aspects of somatic embryogenesis, En: Thorpe
@ged) in vitro Embryogenesis in Plant. pp. 155-203. Academic Press. New York

.Murashlge T y Skoog F (1962) A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco
tlssue cultures. Physiologia Piantarum, 15: 473-497

Schoofs H {1997} The origin of embryogenic cells in Musa. Dissertationes de Agnicultura p.258.
. w{hohc University of Leuven, Leuven



Clase practica No. 4
E Dre. Marisol Freire Sejjo

INT ODUCCION . *
;;os cultivos de células en suspension generalmente son heterogéneos, con céiules aisladas y
B \pequefios agregados celulares. La proporcion entre ambos, asi como su tamafio, depende de la
‘especia vegetal de la cual se ha derivado el cultivo, de la edad del tejido en cuitivo, de la
composicion del medio de cultivo y de las condiciones ambientales. En la mayorfa de los
-iclitivos, el 60% de las células pueden estar aisiadas o formar grupos de dos células.
ﬁ.'htlés suspensiones celulares se pueden encontrar tres tipos de células: _
. Células meristeméticas: Son las células pequéhas con nicleo central o laterizado con
“"" nueleolo, pared de mediano grosor y en ocasiones gruesa, con lamina media atravesada
por plasmodesmos. El citoplasma es compacto, con escasas y pequefias vacuolas con
_ . tonoplastos o sin estos, abundantes mitocondrias y los proplastidios son frecuentes, Los
B . reticulos endoplasmético liso y rugoso son ocasionalmente largos y paralelos a la
4 " membrana citoplasmatica. ‘
By Células parenguimiaticas: Son células de mayor talla con el nuclec y el citbpla;ma
o desblazado hacia la periferia por la expansién de la vacuola. El nicleo contiene uno o
dos nucleolos. Las mitocondrias y protoplastidios estén presentes en ei citoplasma con
‘igisales caracteristicas que en las céfulas meristeméticas.

. Células gigantes: Son r;élulas en las que la vacuola ocupa el estadio intracelular y ha
_I‘-pomprimlidu' hacia la pared al nicleo y al citoplasma con todos sus organeios. A tales
gfectbs se abreci'a:n paredes celulares delgadas con un halo de citoplasma que en
-;Jcasiones no es visible, la zona que ocupa la vacuola es un espacio dpticamente vacio.

ghsuspensiones celulares pueden contener células emBnogénicas y no embriogénicas. Las
sus%énsiones embriogénicas tienen células embriogénicas que usualmente forman ciuster o
,posf de .pequefias células merstematicas, referidas como masas embriogénicas. Las
uspensiones celulares embriogénicas son morfoldgicamente diferentes a las suspensiones
rganogénicas. En estas ultimas las células se encuentran alsladas o en pequefios grupos de
j ia h'es célutas, mientras que en las suspensiones ‘celulares embriogénicas es caracteristico

ar agrupaciones o agregados cormnpactos de células meristematicas pequefas.



‘Una vez establecida la suspension celular es indispensable determinar cudl es e! momento «
! | que las células han agotado los componentes del medio de cultivo, o al menos algunos
‘ellos, debido a su crecimiento y metabolismo y se necesita medio de cultivo fresco pa:
continuar sus procesos fisiolégicos normales. A esto se le denomina subcultivo (Shigeta ef :
996). El momento de subcultivo se determina a través de la curva de crecimiento de
.sUsiSensién celular, donde la célula se comporta como un microorganismo y vive independien
'del'tejido que le dio origen (Goémez, 1998).

dlas'fases de la curva de crecimiento celular son las siguientes:
o Fase de reposo.

» Fase exponencial. 3

* Fase lineal.

 Fase de disminucion progresiva.

Densidad celular inicial.

. Duracién de la fase de latencia. Lo
Incremento proporcional de [a linea de células.

F'Segun Scﬁoof et al. (1999) la frecuencia de los subcultivos puede afectar el grado
‘agregacion de las células. Frecuentes transferencias de medio de cultivo ocasionan una acti
: ‘?Bivisién célular, lo cual puede resultar en un incremento de la formacién de agregados celulare-
‘Por ejemplo, el mayor nimero de agregados en zanahoria, platanos y bananos se present
tem;;ranamente durante |a fase de crecimiento exponencial y las células estan mas dispersc
331en la fase estacionana (Gémez, 1998) El incremento de la formacion de agregados durante -
,,periodo de maxima division celular se debid al alto indice de mitosis en los agregados celulare
; "xyfla'menor divisién de las céiulas aisladas.

‘El'patrén de crecimiento de una suspension celular depende de la densidad celular por mililitrc

.dé'h‘ledio de cultivo a inocular. Con una densidad de inéculo baja, el crecimiento es muy lento

:, ;conteos ceélulares, la determinacion de la masa fresca y seca y la determinacion del volumen d
©. (células sedimentadas (VCS) (Schoof, 1997).



OBJETIVOS
1. Caracterizar morfolégicamente una suspension celular embriogénica.
2. Estimar el crecimiento cefular por los métodos de conteo celular, masa fresca, masa
seca y volumen de células sedimentadas (VCS). -
£ PROCEDIMIENTO
‘Malerial vegetal
‘Suspensiones celulares de banano (Musa spp.)

‘Caracterizacion

+ Hom ogenelzar por agitacion 1a suspensién celular

. Tomar Tml de suspension celular.

.= Afadir 20 pL de diacetato de flucrescencia (FDA) (Widholm,1972) por cada mililitrc; de
muestra. ‘

» Esperar aproximadamente cinco minutos. _

* Preparar fa muestra en camara de conteo celular Fuch-Rosental 0.2 mm de profundidad,
auxiliandose de unm 'microscopio 6ptico marca Axioskop (Firma Zeiss) con excitacion a
450-430 nm y fluorescencia 510-520 nm. '

"« Durante ia observacion al microscopio deben ser identificadas células meristematicas,

' vacuolazas o parenquimatosas, gigantes y agregados embriogénicos.

.. » Empleando un campo oscuro se determinara la wtandad celular, esta se expresara en
porcentaje (%) de celulas vivas respecto al total de células contadas.

« Para calcular el nimero de céiutas/mL de suspensitn celular se empleard la siguiente
gcuacién matemalica:

. . Namere de celulas contadas
‘Nomero de células. mL" = x FC x FD

Numero de cuadriculas contadas
‘Donde: FC= Factor de la camara (5x10°)

FD= Factor de dilucion.

"Estimacién del crecimiento celular.
‘Para la determinar el crecimiento celular empleando el método de volumen de células
.sqdimentadas se procedera como se describe seguidamenta:
. » TYomar todo el contenido del EHenmeyer y colocaro en tubos cénicos graduados.
» Esperarde 2 - 3 minutos para que {odas 1as células decantsn.
s Observar cuantos militiros del tubo conico son ocupados por las células sedimantadas.



. Resuspénder las céiulas en &l medio de cullive, colectarlas y colocas nuevamente en el
Erdenmeyer.
Para determinar el crecimiento de la biomasa expresado en gramos de masa fresca por litro
de medic de cultivo (gMF.L") se procedera de la siguiente forma:
. Homogeneizar por agitacidn la suspension celular.
e Tomar 50 mL de suspensién.
« Descargar la suspension celular en discos de papel de filtro para eliminar ellexceso de
humedad, en caso necesario centrifugar y eliminar los restos de medio de cuitivo. -
o Exponer por espacio de 30 minutos a las comientes de aire de una cabina de flujo
laminar. |
¢ Pesar las muestras y tomar.el dato cuando este peso sea estable. )
Para determinar la masa seca expresado en gramos de masa seca por litro de medio de cultivo
(gMS.L") se procedera de la siguiente forma: .

. » Colocar las muestras empleadas para delennil:lar la masa fresca an una estufa durante
cinco horas a 60 + 2.0°C, momento a partir del cual los valores de masa seca se deben
mantener constantes, aunque esto depende de la especie vegetal con que estemos
trabajando y el volumen de biomasa. : _ .

_* Pesar las muestras. '

En ambos casos, se utilizara para el pesaje una misma balanza analitica {(Sartorius}.
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Clase Practica No. 5
MSc. Elisa Quiala Mendoza

DIFERENCIACION Y GERMINACION DE LOS EMBRIONES SOMATICOS EN PLANTAS
[ DICOTILEDONEAS.

¥ INTRODUCCION

B La diferenciacion y germinacion de los embriones somaticos son etapas muy imporiantes de la
embriogénesis somatica. Estas son determinantes para conocer la calidad del evento
morfogenéticc que se ha desarrollade. En ellas no solo se evalia cuantitativamente ia
fi formacién de los embriones somaticos, sino que se comprueba la calidad de los mismos én la
& medida en que estos sean capaces de germinar (Komamine, 1998).

-' '5* Los embriones somaticos son estructuras bipolares con ejes apical y radical bien definidos y no
poseen conexion vascular con el tejido maternc. Estos mantienen similitud con los embriones
¢ cigaticos, con la diferencia de que no transcurren por un proceso de latencia, con una precoz
: germinacion (Williams y Mashewaran, 1986; De Jong et a/., 1993). Los embriones sométicos de
E: las especies dicotiledoneas ftransitan por cuatro estados de desamolfo embrionario: globular,
g- ‘corazdn, torpedo y cotiledonar,

Durante el proceso de la embriogénesis somatica se han observado detalles morfolégicos que
han revelado la existencia de cuatro fases de desanollo: fase 0, fase 1, fase 2 y fase 3. En la
fase final {fase 3) las especies dicotileddneas continuan el desarrollo del embrién en los estados

de corazdn y torpedo (Komamine, 1998),
DBJETIVOS

1. Evaluar el proceso de formacién de embriones sornaticos en callos embriogénicos.,
2. Clasificar los embrioenes sométicos segun su etapas de desarrollo

3. Evaluar la germinacién de los embriones somaticos.

~'PROCEDIMIENTO
‘Material vegetal

‘Embriones somaticos de caoba (Swietenia mahagoni) obtenidos a partir de embriones cigéticos
nmaduros.



Obtencién de embriones somaticos en medio de cultivo semisélido, en una especi

dicotiledonea
Tomar callos con embriones somaticos, para evaluar con ayuda del microscopio estereoscopi

"los siguientes aspectos:
s El nimero totai de embriones por callo.
* Elnumero de embriones en etapa globular, corazén, torpedo y cotiledonar.

¢ El nimero de embriones anormales o deformados.

Evaluacioén de la germinacion de embriones somaticos
Tomar embriones somaticos en fase de germinacién para evaluar:
» Porcentaje de embriones germinados.

¢ Porcentaje de embriones somaticos con germinaciéon parcial (emisién de brotes

R % R N

raices).
b s Porcentaje de embriones somaticos con malformaciones.
S+ Porcentaje de embriones somaticos con hiperhidricidad.

S » Porcentaje de embriones somaticos con embriogeénesis secundaria asociada. .

REFERENCIAS
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Clase PracticaNo. 6
Dra. Yelenys Afvarado Capo

DETECCION Y OBSERVACION MICROSCOPICA DE CONTAMINANTES MICROBIANOS
DEL CULTIVO IN VITRO DE CELULAS Y TEJIDOS VEGETALES

INTRODUCCION

La presencia de microorganismos en el cultivo in vitro de células y tejidos vegetales, de forma
general, ha sido considerada indeseable a partir de que este se ha definido como aséptiéo. Tal
problematica constituye uno de los pnncipales obstaculos para el usoc de métodos
biotecnologicos con fines cientificos o comerciales. En el establecimiento in vifro del material
vegetal, en dependencia del tipo de explante utilizado, estos microorganismos pueden
introducirse {Leitert y Cassells, 2001). Se mencionan como contaminantes tanto a patégenos de
Ias'pléntas que se cultivan in vitro como a saprofitos. .

La contaminacion por bacterias se ha descrito como un “halo” generalmente en la superficie y
bordeando la base de los explantes (Cassells y Tahmatsidou, 1996). Algunas especies son
capaces de permanecer en el interior de las células, en los espacios intercelufares o en los
haces conductores y asi quedan protegidas de los agentes quimicos. De esta forma se
introducen en el cultivo in vitro, se propagan con el material vegetal y pueden manifestar
crecimiento sobre los medios de cultivo 0 permanecer latentes por largos periodos de tiempo
(ausencia de sintomas visibles sobre el material vegetal o de crecimiento microbiano sobre el
medio de cultivo) (Cassells, 1991; George, 1993).

La presencia de levaduras en muchas ocasiones se confunde con las bacterias por su similitud
en caracteres culturales (Leifert et al,, 1994). Por su parte, las caracteristicas del crecimiento
fungoso no difieren de las observadas en medios de cultivo micolégicos. Estos microorganismos
raramente permanecen lalentes in vitro ya que el medio para el cultivo de células y tejidos
proporciona todos los nutrientes esenciales que requieren para su crecimiento {Danby ef al,
1994; Leifert et al., 1994).

De acuerdo con el criterio de Reed y Tanprasert (1995), para obtener cuitivos asépticos se
requiere prestar atencion a los siguientes aspectos: muestreo de los explantes para detectar
contaminantes y su cultivo, identificacién de la fuente que los han introducido, identificacién o
caracterizacion de los mismos y su eliminacidon a partir de mejorar las practicas en el

laboratorio, uso de antibidticos u otros agentes quimicos.

Entre los métodos de deteccién mas utilizados se encuentran: rozar la superficie cortada del

explante sobre un medio de cultivo bacteriologico durante los subcultivos (De Fossard y De



Fossard, 1988) y la transferencia de fragmentos de material vegetal a medios de
bacterioldgicos {Knauss, 1976; Leifert et al., 1994; Reed ef al., 1995; Borras ef al., 1996
referido también la modificacién de los medios de cultivo de las plantas con la adi
componentes de medios para el cultivo de bacterias (Boxus y Terzi, 1988), Agua d
{Norman y Alvarez, 1994) y variando el pH (Tanprasert y Reed, 1998). Ademas,
utilizado por algunos autores métodos turbidimétricos (Meyner y Arnould, 1989).

OBJETIVOS

1- Observar caracteres culturales del crecimiento de bacterias, levaduras y
flamentosos en medios para el cultivo de plantas in vitro, callos y suspe
celulares.

2- Diferenciar bacterias, levaduras y hongos filamentosos por sus caracteres morf:
en observaciones al microscopio optico.

3- Detectar bacterias contaminantes en suspensiones celulares por observe
microscopio 6ptico.

4- Detectar contaminantes bacterianos en plantas in vitro y callos por sien

fragmentos de tejido vegetal en medios de cultivo bacteriolégicos.

PROCEDIMIENTO
Observacidn de caracteres culturales del crecimiento de bacterias, levaduras y
filamentosos en medios para el cultivo de plantas in vitro, callos y suspe:
celulares l
s Qbservar a simple vista y en el microscopio estereoscopico, cultivos de plantas
callos y suspensiones celulares contaminados. ‘

s Observar la ubicacién de los contaminantes en el medio de cultivo con res

material vegetal

» Describir los principales caracteres culturales de cada grupo microbiano (color,

consistencia, tipo de crecimiento).

Observacion de preparaciones directas, fijas y tefiidas de microorg:

contaminantes

+ Realizar preparaciones directas de microorganismos contaminantes (bac
levaduras: en agua destilada estéril, hongos fitamentosos: en lactofenol). '

e« Observar al microscopio 6ptico con los aumentos de 400 y 1000x.

» Describir los principales caracteres morfolégicos de cada grupo'microbiano (b
forma, agrupacion, motilidad, presencia de endospora; fevaduras. forma, ag



presencia y tipo de gemacion; hongos filamentosos: pigmentaci6n, presencia de septos,
presencia y tipo de estructuras de reproduccion).

» Realizar tinciones simples de bacterias contaminantes (colerante safranina) y se
observaran al microscopio &ptico con los aumentos de 400 y 1000x (forma, agrupacion,
presencia de endospora).

Deteccion de bacterias contaminantes en suspensiones celulares por observacion al
microscopio optico

« Tomar alicuotas de suspensiones celulares y se observaran al microscopio ptico con
los aumentos de 400 y 1000x.

| Deteccién de contaminantes bacterianos en plantas in vitro y callos por siembra de
fragmentos de tejido vegetal en medios de cultivo bacteriolégicos
« Cortar en condiciones asépticas fragmentos de plantas in vitro y callos.
s Colocar en placas de Petri con medio de cultivo Agar Triptona Soya (ATS).
¢ Incubar a temperatura de 30°C durante 24-72h.
¢ Observar la presencia de crecimiento bacteriano alrededor o sobre los fragmentos de
material vegetal.
e Rozar, en forma de estrias, la base de explantes cortados durante un subcultivo de
multiplicacion, sobre la superficie de medio de cultiva ATS contenido en placas de Petn.
* Incubar a 30°C durante 24-72h,

¢« Qbservar la presencia de crecimiento bacteriano sobre las estrias.
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Clase PracticaNo. 7

Dr. Manuel de Feria Silva

Aspectos basicos y principio de funcionamiento de los biorreactores (CMF 100, CHEMAP
AG) para el cultivo de células vegetales

INTRODUCCION

El cultivo a gran escala de células de plantas comenzé hace aproximadamente 44 afios, cuando
‘ue descrito’el crecimiento de suspensiones celulares en un biorreactor de 20 Iitrgs. A partir de ese
nomento, se aplicaron las técnicas de fermentacién microbiana en estudios sobre el crecimiento
anético de las suspensiones celulares de plantas superiores (Tulecke y Nickell, 1959).
\ pesar de todo el desarrollo tecnologico, no fue hasta mediados de la década de los 80 (de! siglo
{X) que se profundizd mas en el empleo de biorreactores para la produccién de embriones
omaticos.
‘or ejemplo, en alfalfa Stuan et al. (1987) describieron la obtencién de grandes producciones de
mbriones somaticos, pero éstos presentaron un rango de conversién muy bajo. Por su parte,
-apat ef al. (1990) hicieron referencia a la produccién de 18 000 ES.L" en el cultivo de Santalum
tbum'L. {séndalo), empleando para ello biorreactores de 1.0 y 7.0 litros de capacidad.
n otras especies, como es el caso de Clematis se han logrado rendimientos de hasta 500 000
S.L" con el empleo de biorreactores de 2.0 litros capacidad, con mas de un 95.0% de conversidn
Veber ef af,, 1994). Sin embargo, en otros cultivos como por ejemplo en /pomoea batata L.
‘oniato) los resultados no han sido satisfactorios y la formacidn de embriones somaticos y su
ysterior desarrollo se ha limitado, probablemente debido a una desfavorable composicién de
1ses en la atmosfera interna de! vaso de cultivo y/o a Ia sensibilidad de este cultivo al estrés
acdnico (Bieniek ef a/., 1995).
' tecnologia de los bicrreactores fue principalmente desarrollada para la produccion de biomasa,
r lo que los vasos para el cullivo de las diferentes especies vegetales han tenide que ser
aptados a los requerimientos especificos para el crecimiento de las suspensiones celulares
reil, 1991). Por lo tanto, el disefio de un biorreactor y el uso de parametros adecuados para el
sarrolh'n de las especies vegetales, son elementos que deben ser determinados
rerimentalmente. De esta forma, en dependencia de las necesidades y los requerimientos, los
rreactores deben ser objelo de madificaciones en sus componentes para lograr disefios
ecificos, pues no existe un equipo universal para todas las aplicaciones (Preil, 1991).
e criterio de trabajo ha permitido que después de ia década de los 90 (Siglo XX) se propiciaran
idiciones y se avanzara mucho mas en [a produccidn de plantas en biorreactores, tanto por la
organogenica (Akita y Ohta, 1996; Akita ef a/., 1996, Takayama y Akita, 1996, Takayama y
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Akita, 1998; Ziv et al., 1998) como embriogénica (Zamarripa, 1996; Lipsky et af., 1997, Nishihira et
al., 1998; Gomez et al., 2002; de Feria et al., 2003).

El objetivo basico de un biorreactor es proveer las condiciones de crecimiento 6ptimas para las
células mediante una regulacion precisa de los factores ambientales (Preil, 1991). Segun este
autor para dar respuesta a los propésitos de la propagacion masiva de plantas, los biorreactores
" de pequefia capacidad son suficientemente grandes, debido al elevado numero de propagulos
que se puede producir en ellos en comparacion con los cultivos incubados en agitacién utilizando
Erenmeyers. Sin embargo, no existen biorreactores universales para todas las aplicaciones, por
tal motivo esta tecnologia que se disefié en un principio para realizar fermentaciones microbianas
tuvo que ser adaptada y modificada para el cultivo de células vegetales. No obstante, aun existen
limitaciones relacionadas con la configuracién, el ambiente intemo del vaso y las estrategias para
el control de los principales p‘arémetros de cultivo y lo que si es indudable es que los bioreactores
son equipos que han sido disefados y fabricados para lograr un exacto monitoreo y control
computarizado de las condiciones de cultivo, que a la vez permiten definir los requerimientos para
el desarrollo de las células y la regeneracion de plantas de una forma mas precisa que las
_ técenicas in vitro convencionales.

- OBJETIVOS

1. Conocer las principales partes componentes y accesorios de los biorreactores empleados
para el cultivo de células vegetales, con particular énfasis en un biorreactor CMF 100
{(CHEMAP AG) con vaso de cultivo de 2.0 L de capacidad.

2. Profund!zar en el principio de funcionamiento por separado de las diferentes partes del
biorreactor, asi como en el funcionamiento integral del equipo.

3. Adquirir habilidades en la calibracién de los electrodos de oxigenc y pH, asi como en el
montaje y la puesta a punto de un biorreactor para su esterilizacion. '

4. Estandarizar los diferentes parametros de cultivo en un equipo ya esterilizado, con
particular énfasis en ia calibracién det 100% de oxigeno disuelto.

5. *Inocular un vaso de cultivo y puesta nuevamente en funcionamiento del equipo y

estabilizacion de los parametros de cultivo.

PROCEDIMIENTO

PRIMERA PARTE

Se mostraran las partes componentes de un biorreactor CMF 100 (CHEMAP AG) con vaso de
cultivo de 2.0 L de capacidad, asi como se describira la funcion de cada una.

Se ensamblaran y se adquiriran habilidades en |a calibracién del electrodo de pH y en la puesta a

punto del bioreactor para su esterilizacion, incluyendo la misma.



SEGUNDA PARTE

Calibracion del electrodo de oxigeno (100%) (con el equipo ya esterilizado) e inoculaciéon de un
vaso de cultivo con una suspension celular de FHIA-18. -

Principales partes componentes'de un biorreactor CMF 100 (CHEMAP AG) destinado para
el cultive de células

¢ Unidad dg control.
¢ Unidad base.

¢ Unidad mezcladora de gases.
¢ Vaso de cultivo.

Principales accesorios.
¢ Bombas peristaiticas.
e Electrodos de pH, oxigeno y didxido de ¢arbono.

. So'ri;-jas de temperatura.
» Sisternas de torma de muestra.

*Protocolo para’una corrida

Pusesta a punto de un biorreactor para la esterilizacién.
* Montaje
e Calibracion
e Esterilizacion

Pussta a'punto-de un biorreaclor para su inoculacion, cultivo y conservacion
» Estandarizacion
¢ Inoculacion
* Seguimiento de la corrida

» Parar la.corrida
e Desmontaje y lavado

Montaje'del'biorreactor
Una vez lavado el equipo se procede a su montaje:
* Se coloca con mucho cuidado la parte superior del vaso y se asegura la misma.

o Se revisan las gomas de los puertos ciegos y si estan daflados se sustituyen por otras
nuevas.

——




» Se colocan las mangueras correspondientes al suministro de aire, en el biorreactor hay
dos puerlos de entrada de aire, dos comesponden al aire al fondo del tanque y uno
corresponde a aire a la cabeza (HEADSPACE). .

e Lamanguera de aire a la cabeza est4 unida a un filtro de aire por el extremo (estéril), es
decir, el que va al biorreactor y por el extremo no estéril del filtro vé unido otro pedazo de
manguera a un rotametro.

-+ Las mangueras de_suministro de aire al fondo del equipo (la del sparger) se une a un filtro
y de aqul sale para un rotametro.

« La manguera de la toma de muestra va unida a una T que por un lado esta conectada a

otra que posee un filtro y por el otro a un aditamento para descargar ia muestra tomada.

Calibracion de los electrodos

Calibracién del electrodo de pH

La calibracién del electrodo de pH se realiza con las soluciones buffer de pH = 7.01 y pH = 4.01.
Se enciende e! CBC-10 y se activa el modo calibracién, una vez inmerso el electrodo dentro de
cada solucién (alternadamente), se espera la estabilidad del valor medido y entonces es que se
realiza la Ealibracién activando el botén 1CAL 6 2CAL en dependencia de que buffer se esté
wtilizando en ese momento.

Este procedimiento se realiza como minimo de cinco a seis veces y se anotan los valores de

milivolts.

Calibracién del electrodo de O,

Esta operacion se hace una vez esterilizado el biorreactor.

Si se deja enfriar, se le hace pasar N; durante varias horas hasta que se desplace todo el
oxigeno, o cuando se saca de la auloclave bien caliente se calibra el 0% y para ello se oprime el
boton 1CAL.

Se le hace pasar aire al biorreactor durante una o dos horas de modo que se elimine todo el N,
que esté presente en el vaso de cultivo o se estabilice la concentracién de oxigeno y en este
momento se realiza la calibracién en 100% y para ello se oprime el boton 2CAL.

Esterillzacion del vaso de cultivo

Se coloca en la autoclave y se esteriliza durante 30 minutos a 121 Kg.cm? y 1.0 atmésfera de

presién.

Protocolo para el llenado de la chaqueta de enfriamiento del vaso
'+ Conectar las mangueras de entrada y de salida a la chaqueta del vaso. Verificar ademas
que la manguera de drenaje esté conectada.

o




Verificar que todos los interruptores estén apagados, solo el de POWER encendido.
Chequear que las valvulas de WATER BATH y COOLING WATER estén cerradas (estas
valvulas se encuentran a la derecha de la unidad-base). -
Chequear que la valvula de la linea principal de suministro de agua y la vélvula de agua
del servicio de la unidad, estén abiertas.

Abrir la valvula de WATER BATH completamente de 5 a 10 min.

Encender la bomba de suministro de agua a la chaqueta de enfriamiento (el interruptor
esta en la parte posterior de la Unidad Base con el nombre de PUMP) y cuando el nivel de
liquido suba en la chaqueta y esté recirculando, cerrar la valvula de WATER BAHT y
dejarla 1/4 abierta.

Operaciones para la toma de muestras

Se ciemra Ia presilla de la salida o entrada del sparger para que no pase medio de cultivo al
filtro.

" Se aplica aire por la cabeza (hay que cerrar la salida de aire y aplicar aire a través del

rotametro para lograr que el medio de cultivo suba.

‘Se limpian los residuos de medio de cultivo viejo con medio de cultivo fresco y se

desechan.
Luego se toma la muestra.

Se cierran las presillas que van por [a tuberfa de toma de muestra y se aplica aire para
limpiar la tuberia de la T hacia la cabina de flujo laminar, luego se cierra esta salida y se
abre la que va al vaso muy suavemente hasta regresar todo el medio de cultivo y se vera
un burbujeo ligero por el tubo de toma de muestra, luego se ponen las presillas y se retiran

las puestas inicialmente.

Operaciones para la instalacidn del electrodo de oxigeno

Eliminar el profecting cap, el mismo protege mecanicamente la membrana y al cuerpo de
cristal sensible y ayuda a retrasar el desecado del electrolito.
Eliminar el covering sfeeve atornillado del eje del electrodo.

Sacar el cuerpo de la membrana del cuerpo interior del electrodo.

Llenar el cuerpo de la membrana completamente con electrolito de O; {incluido en el kit de

mtto 10301024). Efiminar todas las burbujas de aire mediante un golpe ligero contra la
pared del cuerpo de la membrana.

Mantener el electrodo con la estria o surco mostrando hacia la parte superior y deslizar el
cuerpo de la membrana lenta y cuidadosamente para fuera del cuerpo interior para permitir

que el electrolito excesivo fluya fuera del surco.

.
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» Eliminar el exceso de electrolitc con un papel absorbente. Estar seguro que no permanece
electrolito entre el cuerpo de la membrana y el gasket 0-ring trapezoidal de caucho.

e Chequear que no permanezcan burbujas de aire en la superficie del catodo.

o Poner el covering sleeve cuidadosamente, unirio al cuerpo de membrana ensamblado y
atomillado.

* Montar el electrodo de O, dentro de la boquilla especial.

& Conectar el cable del electrodo a la unidad de control.

» Encender la unidad de contro! para polanzar el electrodo.

o El voltaje de operacion entre el anodo y el catodo se activa por este paso. Al comienzo, la
corriente del electrodo es muy grande, pero decae luego exponencialmente. Una
polarizacién- completa del electrodo se alcanza después de algunas horas. Como el
tiempo de polarizacion es relativamente grande._ el electrodo debe permanecer si es
posible conectado al amplificador de operacién atn si no esta siendo usado, su vida de
trabajc no se reducird por esto. El tiempo de polarizacién requendo corresponde
aproximadamente al tiempo de interrupcidén. Una interrupcién de 15 seg no tiene influencia
en [a polarizacién.
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