UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO
DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA
INTRODUCCION AL CULTIVO DE CELULAS, TEJIDOS Y ORGANOS VEGETALES

1. DATOS GENERALES

Unidad Académica: Departamento de Fitotecnia

Programa educativo: Ingenieria Agrondmica en Fitotecnia

Nivel Educativo: Licenciatura

Linea Curricular: Agrobiologia

Asignatura: Introduccion al cultivo de células, tejidos y 6rganos vegetales
Area: Genética

Caracter: Optativo

Tipo: Tedrico - Practico

Prerrequisitos: Fisiologia Vegetal, Genética, y Propagacion de plantas.
Profesor: Dr. José Luis Rodriguez De La O

Horas Teoria/semana: 3.0

Horas Practica/Semana: 2.0

Horas Totales del Curso: 80

Horas Trabajo Independiente: 2.5

Créditos: 7.5

Il. INTRODUCCION

El curso Introduccion al Cultivo de Células, Tejidos y Organos Vegetales es opcional. Se ubica en
el séptimo afio de la Ingenieria Agrondémica en Fitotecnia, participa como herramienta de tipo
Biotecnolégico y basica, que permite conocer las principales respuestas de tipo morfogénico a
partir del cultivo de células y tejidos vegetales y puede participar con otras &reas de investigacion y
del conocimiento de manera multidisciplinaria y a un contexto general de la Biologia celular de
plantas, en la actualidad, coadyuva de manera bésica en la micropropagacién de plantas
socioeconémicamente importantes y a las técnicas del ADN recombinante, o sobre la ingenieria
genética de plantas, regenerando plantas completas a partir de células y tejidos transformados
genéticamente, por lo que sus aplicaciones son muy diversas tanto en la agricultura como en la
industria.

La metodologia del curso, se desarrolla mediante la exposiciéon de los temas por el profesor. En la
parte practica se utilizaran las herramientas y materiales propios de cada practica.

El trabajo independiente se realizara cada semana con resolucion de tareas tales como
cuestionarios y lecturas de apoyo.

La evaluacién consistird en la aplicacion de dos exdmenes parciales, reporte de practicas y trabajo
extra clase como parte del tiempo de estudio independiente.

IIl. PRESENTACION

El curso sobre Introduccion al Cultivo de Células, Tejidos y Organos Vegetales toma como base el
objeto de aprendizaje las diversas disciplinas que integran las técnicas in vitro, y cumplir con el
objetivo general en la formacién de profesionales dentro del campo de la biotecnologia vegetal,
adquiriendo los conocimientos, habilidades y aptitudes, que le permitan conocer y optimizar los
aspectos técnicos, y bioldgicos que conlleven al conocimiento de la biologia celular de las plantas.
El curso Introduccion al cultivo de Células, Tejidos y Organos Vegetales, incluye basicamente el
los procesos para aislar y cultivar tanto células y tejidos vegetales y evaluar sus diferentes
respuestas de tipo, asi como morfogenético y sus multiples aplicaciones de esta herramienta
biotecnolégica en la agricultura y de otras disciplinas que participan de manera conjunta como



estrategias, y alternativas de solucion que presentan diversos cultivos agricolas de interés
socioeconémico de nuestro pais. El cultivo in vitro de células y tejidos vegetales ha sido un area
prioritaria dentro de los programas de desarrollo agricola nacional, por los beneficios que se
pueden obtener a corto, mediano y largo plazo, ya sea en la disponibilidad masiva de plantas
sanas o0 acelerando los programas de mejoramiento genético. Por otra parte, ha sido reconocido
ampliamente que la investigacion dentro del cultivo de tejidos vegetales, ofrece un acceso directo a
una tecnologia con un alto valor potencial y de aplicabilidad en la agricultura, produccién masiva de
plantas con excelente calidad fitosanitaria, industria farmacéutica y quimica, y otras, por lo que el
alumno en este curso adquirira y desarrollara los conocimientos de los principios basicos en el
manejo de esta tecnologia, asi como sus principales aplicaciones en la Agricultura.

V. OBJETIVOS GENERALES

Revisar los conocimientos tedrico - practicos necesarios para aplicar los principios de las técnicas
in vitro asi como aislar y cultivar células, tejidos y érganos vegetales, ademas, determinar sus
principales respuestas morfogénicas y sus aplicaciones en la agricultura.

Plantear diferentes opciones de desarrollo biotecnolégico para proponer alternativas de solucion a
diversos problemas que enfrentan los cultivos agricolas econbmicamente importantes en México.

VI. CONTENIDO (48 horas)

Unidad I. La Historia, terminologia y control de contaminantes en el cultivo in vitro de
Células y Tejidos Vegetales (10 horas).

Obijetivo. Analizar la cronologia y desarrollo del cultivo in vitro de células y la comprension del glosario de
términos y eventos cientificos que han coadyuvado a su desarrollo asi como aplicaciones a la agricultura.

1.1 Introduccién cronoldgica.

1.2 Descubrimientos, paises, afios y cientificos

1.3 Descripcion de Metodologias basicas

1.4. Terminologia cominmente empleada en las técnicas in vitro.

1.5 Los principales agentes contaminantes

1.6. La detecciodn e identificacion de organismos contaminantes.

1.7. Control, prevencién y erradicacion de la contaminacién en: En los medios de cultivo,
desinfestacion de explantes.

1.8. Fuente de aire, esterilizacion de vidrieria, instrumento de diseccion y otros materiales

Unidad Il. Caracteristicas, composicidn fisicoquimica de los medios de cultivo y condiciones
de incubacidn (10 horas).

Obijetivo. ldentificar las diversas formulaciones y constituyentes basicos, y el empleo de los
reguladores del crecimiento, asi como determinar las condiciones tanto de luz y temperatura
requeridas en las respuestas morfogenicas de los diferentes explantes sembrados in vitro.

2.1 Composicion basica de los medios de cultivo,

2.2. Las sales inorganicas y compuestos organicos e inorganicos

2.3 Los reguladores del crecimiento, disolucién y preparacion.

2.4.Equipos y materiales para preparar el medios de cultivo.

2.5.Reactivos, Preparacion de soluciones concentradas cuidados,pH y usos
2.6.Disolucion de agar, distribucion, esterilizacion y almacenamiento del medio
2.7.Siembra in vitro, luz, intensidad y calidad luminica

2.8.Fotoperiodo y Termoperiodo, humedad relativa.



Unidad Ill. La propagacion clonal in vitro y obtencion de plantas libres de patégenos.
(10 horas).

Objetivo. Analizar diferentes explantes para la propagacion clonal in vitro, considerando la
fisiolégia y su metabolismo, constituyentes basicos del medio de cultivo asi como las diferentes
estrategias que permiten obtener plantas libres de patégenos con calidad certificada.

3.1 Totipotencia celular, morfogénesis, diferenciacién y desdiferenciacién celular in vitro
3.2. Organogénesis y la Embriogénesis somética.

3.3 Caracteristicas fisiolégicas, y tamafio de los explantes.

3.4. Medios de cultivo, reguladores y etapas de manejo in vitro..

3.5. Bioensayos, establecimiento, multiplicacion, enraizamiento, y aclimatacion

3.6. Evaluacion de posibles variantes en las plantas propagadas in vitro.

3.7. Pruebas de diagndstico fitosanitario,pruebas de indeciacion- con plantas indicadoras
3.8. Cultivo in vitro de meristemos apicales, microinjertos, y uso de tejidos especializados.
3.9. Termoterapia, y Quimioterapia in vitro, etiolacion, y la influencia estacional

3.10. Tamafio del explantes, cirugia, medios, reguladores, y certificacion fitosanitaria

Unidad IV. Técnicas in vitro aplicadas al mejoramiento genético y Biosintesis de
compuestos (10 horas).

Obijetivo. Usar diferentes estrategias y metodologias en el mejoramiento genético in vitro de plantas
para valorar las posibilidades de integracion de éstas en los programas de fitomejoramiento
convencional, asi mismo estudiar la sintesis de ingredientes activos resultado del metabolismo
secundario de plantas y analizar los mecanismos de la extraccion y aprovechamiento, incluyendo,
farmacos, bioinsecticidas, aromas, pigmentos y saborizantes.

4.1. Fertilizacion in vitro, a nivel de estigma o placenta, cultivo de 6vulos, ovarios de flores.
4-2. Cultivo in vitro de embriones inmaduros, obtencién de haploides por cultivo de anteras.
4.3. La obtencion, cultivo y uso de protoplastos, variacion somaclonal y gametoclonal.

4.4, Cultivo in vitro de células y tejidos transformados genéticamente

4.5. Importancia del metabolismo secundario en plantas.

4.6. Clasificacién de metabolitos e ingredientes activos en plantas.

4.7. Principales rutas de sintesis y expresioén génica

4.8. Incorporacién de cofactores y coadyuvantes para incrementar la sintesis de compuestos
4.9. Productos obtenidos in vitro

Unidad V. Establecimiento de bancos de germoplasma in vitro y criopreservacion (8 horas).

Objetivo. Manejar las principales ventajas, desventajas, metodologias y usos de los bancos de
germoplasma in vitro para preservar células, tejidos y érganos vegetales a corto, mediano y largo
plazo.

5.1 Bancos de germoplasma in vitro.

5.2 Caracteristicas de los medios de cultivo

5.3 Reguladores- Inhibidores del crecimiento

5.4 Fuentes de explantes

5.5 Pretratamientos, deshidratacion, vitrificacion, encapsulacion de tejidos.
5.6 inhibicidn del crecimiento a corto mediano y largo plazo.

5.7 Congelamiento y descongelamiento de muestras, uso de crioprotectores.



VII. ACTIVIDADES PRACTICAS (32 horas)

PRACTICA 1. IDENTIFICAR DENTRO DE LA INFRAESTRUCTURA DEL LABORATORIO,
PRINCIPALES AREAS Y SUMINISTROS, EQUIPOS, MATERIALES, Y REACTIVOS, ASI COMO
DEL INVERNADERO. 3 h

Objetivo. Distinguir las principales areas y suministros basicos de un laboratorio e invernaderos
necesarios para llevar a cabo exitosamente el cultivo in vitro de células y tejidos vegetales.

Apoya ala unidad 1y 2.
PRACTICA Il. ELABORACION DE MEDIOS DE CULTIVO. 3 h

Obijetivo. Identificar los principales componentes y caracteristicas necesarias para elaborar un
medio de cultivo especifico y propagar una especie vegetal.

Apoya a la unidad 3.

PRACTICA 1ll. SIEMBRA in vitro DE TEJIDOS PARA OBSERVAR LAS RESPUESTAS
MORFOGENETICAS. 4h

Objetivo. Realizar el aislamiento y establecimiento in vitro de tejidos de tabaco, para observar la
organogénesis y la embriogénesis somatica en tejidos de zanahoria.

Apoya a la unidad 3.

PRACTICA V. LA PROPAGACION CLONAL in vitro. 4 h

Obijetivo. Realizar la propagacion in vitro de una especie via la organogénesis directa, mediante la
multiplicacion de yemas axilares y apices de tallo estimando un escalamiento de produccion de
plantas.

Apoya a la unidad 3.

PRACTICA V. LA OBTENCION DE PLANTAS LIBRES DE PATOGENGOS. 4 h

Objetivo. Obtener plantas sanas, identificando, aislando y sembrando in vitro de meristemos
apicales de tallo de clavel ( Dianthus caryophylus ) o crisantemo Dendrathema spp.

Apoya a la unidad 4.
PRAACTICA VI. CULTIVO in vitro DE CELULAS EN EL MEJORAMIENTO GENETICO 4 h

Objetivo. Explorar el cultivo in vitro de ovarios y anteras a fin de producir frutos con semilla y
plantas haploides en jitomate y tabaco, respectivamente.

Apoya a la unidad 4.

PRACTICA VII. CULTIVO in vitro DE EMBRIONES INMADUROS Y MADUROS DE SEMILLAS.
3h

Obijetivo. Identificar medios de cultivo y reguladores que promuevan la germinacién de embriones y
o semillas cultivadas in vitro.

Apoya a la unidad 4.



PRACTICA VIIl. TRANSFERENCIA DE PLANTAS OBTENIDAS in vitro AL SUELO Y su
ACLIMATACION EN INVERNADERO. 3 h

Obijetivo. Identificar las condiciones bajo invernadero que influyen sobre los trasplantes a suelo de
plantas obtenidas in vitro y su acondicionamiento.

Apoya a la unidad 5.
PRACTICA IX. LA TRANSFORMACION GENETICA DE CELULAS Y TEJIDOS VEGETALES. 4h

Objetivo. Identificar los mecanismos involucrados en la insercion, integracion, expresion y herencia
de secuencias introducidas a células y tejidos vegetales de novo.

Apoya a la unidad 5.

VIIl. METODOLOGIA

El contenido del curso se desarrolla en 16 semanas; tres sesiones a la semana, dos tedricas
presenciales de 1.5 horas y otra practica de dos horas en el campo, mediante la exposicion de los
temas por el profesor. Los medios a emplear serdn pizarrdn, proyector multimedia, material
vegetal, muestrarios, folletos, articulos cientificos y técnicos. En la parte practica se utilizaran las
herramientas y materiales propios de cada practica.

El trabajo independiente se realizara cada semana con resolucibn de tareas tales como
cuestionarios y lecturas de apoyo.

IX. EVALUACION DEL CURSO

El curso se evaluara de acuerdo a los criterios y ponderaciones siguientes:

1. Dos exdmenes Parciales 40 %
2. Trabajos extraclase* 10 %
3. Reportes de précticas 50 %

*Trabajo independiente
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