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Protocolo para establecimiento in vitro de lima &cida (Citrus aurantiifolia (Christm.)
Swingle) a partir de meristemas: Revision de literatura

Juan Alfonso Ojeda Ayala

Resumen. El cultivo de meristemas es una de las técnicas utilizadas para la propagacion de citricos
con el objetivo de obtener plantas libres de enfermedades. El objetivo de este estudio fue
documentar el protocolo de establecimiento in vitro de meristemas de lima &cida y respaldarlo
mediante una revision de literatura. Los meristemas se establecieron en el medio de Murashige y
Skoog suplementado con 6-bencilaminopurina (BAP). La citoquinina BAP es indispensable para
fase de establecimiento debido a la induccién en el crecimiento de brotes y los niveles 6ptimos son
de 1-2 mg/L. Afadir auxinas como acido naftaleneacético (ANA) y éacido giberélico (AG)
incrementan el nimero de brotes por explante. En fase de enraizamiento niveles de 0.5 mg/L de
ANA promueven el mayor nimero de raices. Auxinas como acido indol acético (AlA) y &cido
indol butirico (AIB) disminuye nimero de raices por explante. Se recomienda el uso de domos
meristematicos como explantes ya que disminuye la multiplicacion de virus, esto se debe a que los
virus se mueven a través de los haces vasculares que en los meristemas estan ausentes o en baja
cantidad, tienen alta actividad de metabolitos durante la division celular que no permiten la
replicacion del virus y alto nivel enddgeno de auxinas que podrian inhibir la multiplicacion de estos
patdgenos. Se logro establecer in vitro meristemas de lima acida y documentar el protocolo. Se
recomienda establecer experimentos para determinar los reguladores de crecimiento especificos
para cada etapa de la micropropagacion.

Palabras clave: Domos meristematicos, regeneracion, reguladores de crecimiento.

Abstract. Meristem culture is one of the techniques used for the propagation of Citrus in order to
obtain disease-free plants. The aim of this study was to document the in vitro establishment
protocol for acid lime meristems and to support it through a literature review. Meristems were
established in Murashige and Skoog medium supplemented with 6-benzylaminopurine (BAP).
Cytokinin BAP is essential for the establishment phase due to the induction of shoot growth and
optimal levels are 1-2 mg / L. Adding auxins such as naphthaleneacetic acid (NAA) and gibberellic
acid (GA) increase the number of shoots per explant. In the rooting phase, levels of 0.5 mg / L of
NAA promote the greatest number of roots. Auxins such as indole acetic acid (IAA) and indole
butyric acid (IBA) promote fewer roots per explant. Auxins such as indole acetic acid (IAA) and
indole butyric acid (IBA) decrease the number of roots per explant. The use of meristematic domes
as explants is recommended since it decreases the multiplication of viruses, this is because the
viruses move through the vascular bundles that are absent or in low quantity in the meristems, they
have high metabolite activity during the cell division that do not allow the replication of the virus
and a high endogenous level of auxins that could inhibit the multiplication of these pathogens.. It
was possible to establish in vitro acid lime meristems and document the protocol. Experiments are
recommended to determine specific growth regulators for each stage of micropropagation.

Key words: Growth regulators, meristematic domes, regeneration.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de los citricos es explotado a nivel mundial en zonas tropicales y subtropicales, ya que
son conocidos por su gran adaptacion hacia estas condiciones favorables para su crecimiento y
desarrollo 6ptimo. La produccién de citricos esta muy extendida en todo el mundo, ubicada
aproximadamente entre las latitudes 40°N y 40°S, con méas de 140 paises productores (Badenes y
Byrne 2012). Entre los paises con mayor produccion se encuentran India, México, China
Continental, Argentina y Brasil con volimenes de produccion que superan las 1,400 toneladas por
cada pais (Statista 2020). No hay certeza del lugar exacto de origen, pero se cree que es la China
meridional en donde se cultivé por siglos (Rodriguez 2012).

Existen condiciones que pueden bajar los rendimientos de este cultivo, como mal disefio de
drenajes, podas inadecuadas, poca sanidad con los materiales utilizados, cambios de temperatura y
humedad, entre otras. Estas condiciones provocan la incidencia de plagas y enfermedades que
pueden ser transmitidas entre plantas y a las semillas que seran utilizadas para nuevos lotes de
produccién. Cuando hay excesos de humedad incrementan ataques de picudo de los citricos y se
intensifica la presencia de antracnosis, gomosis y otras enfermedades de tipo bacterial o viral (ICA
2012).

Los citricos, en especial ciertas variedades de limones son atacados por microorganismos como
virus y bacterias que reducen la produccion (Saenz et al. 2019). Estos son patdgenos capaces de
causar muerte progresiva en los cultivos que infectan y son de gran importancia econémica por
ello. Una enfermedad de gran importancia economica en los citricos es el Huanglongbing (HLB),
que es causada por la bacteria Candidatus liberibacter que es transmitida por el psilido Diaphorina
citri. Esta enfermedad es dificil de controlar ya que el microorganismo se encuentra en los haces
vasculares, por lo tanto, la propagacion convencional por injerto o semilla dan resultado plantas
infectadas.

La propagacion convencional de citricos para obtencidon de patrones para injerto usando semillas
demanda tiempo y presenta problemas de polinizacion cruzada y poliembrionia, esto repercute en
las caracteristicas de resistencia que se vuelven muy variables en los patrones y a su vez presenta
problemas sanitarios (Arias 2013). Una vez que las plantas se infectan con patdgenos vasculares,
la planta vive con éstos durante toda su etapa productiva. El dificil control de patdgenos vasculares
y su gran impacto en las plantaciones exigen nuevos métodos de obtencion de material vegetal libre
para mantener niveles buenos de produccion con frutos de calidad. Algunas de las opciones para
sanear las plantas son el cultivo in vitro de meristemas tratados ademas con termoterapia o
quimioterapia. El cultivo de tejidos es una técnica que permite el crecimiento y desarrollo de células
o tejidos en un medio nutritivo y en condiciones ambientales controladas (Daorden 2012).

Con la ayuda de esta técnica se ahorra tiempo, espacio y dinero que se dan en el tratamiento de
enfermedades en plantaciones infectadas que disminuyen los rendimientos, debido a que nos
aseguramos de que el material vegetal utilizado para propagar se encuentre libre de patdgenos. Por
esta razdn, es de gran importancia dar seguimiento a tecnologias como el cultivo de meristemas,
que puede llegar a ser una alternativa para la produccion de material sano.



Las técnicas de micropropagacion y produccion de plantas libres de enfermedades se han
perfeccionado hasta el punto que se han convertido en practicas estandares para una variedad de
cultivos (Srivastava et al. 2005).

Los objetivos de este estudio fueron:

e Documentar el protocolo de establecimiento in vitro de meristemas de lima acida para el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano.

e Respaldar el protocolo mediante revision de literatura.



2. MATERIALES Y METODOS

Revision de literatura

El estudio consistid en la revision de literatura sobre establecimiento de meristemas y sus
beneficios como método de saneamiento de material vegetal infectado. La informacion se obtuvo
mediante las bases de datos Springer y Google Scholar, con 27 investigaciones entre 1987 hasta
2020, las cuales apoyaron el desarrollo del establecimiento del protocolo con las caracteristicas
necesarias para cada etapa.

Protocolo de establecimiento

El protocolo usado para este estudio fue el publicado por Volk et al. (2019) el cual tenia las
caracteristicas optimas del material vegetal a seleccionar y el procedimiento paso a paso sobre
como extraer correctamente el meristema axilar.

Fuente de explante. El establecimiento de los explantes se realizo en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales del Departamento de Ciencia y Produccion Agropecuaria. Las varetas de lima
acida (Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle) variedad Tahiti se seleccionaron de la plantacion
establecida en el lote 0 ubicado en Zona 2, Escuela Agricola Panamericana, Zamorano, San
Antonio de Oriente, Francisco Morazan Honduras (Figura 1).

Figura 1. Lima acida Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle. A) planta madre, B) rama
seleccionada.

Recoleccion y preparacién del material vegetal. Se seleccionaron varetas de color verde claro,
con meristemas axilares sin brotar, de tamafio de 10 - 15 cm. EIl brote vegetativo éptimo para
extraer meristemos tiene unos 3 - 5 mm de didmetro (Volk et al. 2019). Se removio6 hojas y espinas,



luego se hizo lavado superficial con agua y jabdn de las varetas y posteriormente se separaron en
secciones de 2 - 4 cm con 2 - 3 meristemos axilares (Figura 2).
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Figura 2. Preparacion de explantes de Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle para desinfeccion.
A) medicién de didametro de ramas, B) rama sin hojas y espinas, C) verificacion de tamafio éptimo.

Desinfeccién de explantes. Los explantes se sumergieron en etanol al 70% por 20 segundos.
Luego, en una solucion de NaClO al 15% (volumen/volumen) (hipoclorito de sodio al 4.5% de
ingrediente activo) adicionando dos gotas de Tween 80® por cada 100 mL de solucién, por 15
minutos. Por Gltimo, se realizé tres enjuages con agua destilada estéril dentro de la cdmara de flujo
laminar (Vidal Rivera 2014).

Extraccion de brote axilares y siembra. En la camara de flujo laminar se utilizaron herramientas
esterilizadas a 250 °C en esterilizador de calor seco. Se realizo cuatro incisiones a los costados de
los brotes axilares, para eliminar las escamas que cubren el meristema y a continuacion se extrajo
el meristema (Figura 3). Posterior a esto se sembrd en tubos de ensayo conteniendo medio de
cultivo estéril, se sell6 y etiquetd. Cada tres dias se revisaron los explantes para aislar cultivos
muertos o0 contaminados, y monitorear crecimiento y desarrollo.
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Figura 3. Extraccion de meristemas axilares de lima acida Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle.
A) vista desde el estereomicroscopio (lente 10x) de explante, B) tamafio 6ptimo de meristema
axilar para siembra en medio MS.

Medio de cultivo. Los meristemas axilares se establecieron en el medio de cultivo modificado por
Al-Khayri y Al-Bahrany (2001) (Cuadro 1). ElI pH del medio de cultivo se ajusté a 5.8 usando
KOH 1M vy se gelifico con 1.8 g/L de Phytagel. EI medio de cultivo se esterilizé a 121 °C, a 1
kg/cm? por 20 minutos.



Cuadro 1. Medio de cultivo basal Murashige y Skoog modificado para el establecimiento in vitro
de meristemas de lima &cida (Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle).

Componentes  Formula Nombre Comun mg/L
Macroelementos  CaCl,.2H,0 Cloruro de calcio bihidratado 400.000
KH2PO4 Fosfato monobaésico de potasio 170.000
KNO3 Nitrato de potasio 1,900.000
MgSO4.7H20  Sulfato de magnesio heptahidratado 370.000
NHsNO3 Nitrato de amonio 1,650.000
Microelementos  H3;BO; Acido bérico 6.200
CoCl,.6H.0 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025
CuS04.5H20 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
Kl Yoduro de potasio 0.830
MnSO4.4H20  Sulfato de magnesio tetrahidratado 22.300
NazM004.2H20  Molibdeno de sodio bihidratado 0.250
ZnS04.7H20 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
FeNaEDTA Sal férrica sodica de acido 50.000
Etilendiaminotetracético
Componentes Myo-inositol 100.000
organicos Tiamina 1.000
Piridoxina 1.000
Acido nicotinico 1.000
Glicina 2.000
Pantotenato de Ca 5.000
BA o BAP 1.000
Sacarosa 30,000.000

Fuente: Al-Khayriy Al-Bahrany (2001).

Incubacion
Los explantes se incubaron con condiciones controladas 25 °C, 70% de humedad relativa, luz
durante 16 horas y oscuridad 8 horas, 40 umol/m?/s (radiacion fotosintéticamente activa).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento de meristemas

El cultivo de meristemas es una técnica para producir plantas libres de virus, ha sido utilizado
extensamente para la propagacion rapida de un gran nimero de especies vegetales (Sharmin et al.
2008). El uso de domos meristematicos como fuente de propagacion tiene su fundamento en que
los virus se mueven a través de los haces vasculares que en los meristemas estan ausentes y tienen
alta actividad de metabolitos en las células meristematicas en division que no permiten la
replicacion del virus y alto nivel endgeno de auxinas que podrian inhibir la multiplicacion de estos
patdgenos (Sarker et al. 2015).

Los meristemas axilares se establecieron con éxito en el medio de cultivo modificado por Al-
Khayri y Al-Bahrany (2001). El tamafio 6ptimo del meristema debe ser 1-1.5 mm (Volk et al.
2019). Sarker et al. (2015) utilizaron tamafios de 0.2-0.3 mm de meristemas de lima &cida y
obtuvieron 80% de respuesta en los explantes aplicando 1.5 mg/L BAP. A menor tamafio de tejido
meristematico, el porcentaje de plantas libres de virus es mayor pero menor la sobrevivencia de
estos (Martinez 1987).

La contaminacion fue de 6% en la etapa de establecimiento. Se observo a los 15 dias callogénesis,
crecimiento de brotes en la mayoria, en otros, crecimiento de hojas. La formacion de callos esta
directamente relacionada con los niveles de reguladores de crecimiento en el medio de cultivo y
concentraciones enddgenas pueden variar dependiendo de la especie y de la fuente de explante
(Igbal et al. 2019).

En la micropropagacion de lima acida existen protocolos que se usan para sanear el material vegetal
como la termoterapia y fitoterapia. En mandarina Kinnow mediante termoterapia se ha logrado
porcentajes de eliminacion de virus de 59% aumentando de 30 a 38 °C en nueve dias y 41% de
eliminacion de virus a 50 °C durante 120 minutos (Sharma et al. 2007; NAPPO 2015).

Medios de cultivo y reguladores de crecimiento

Los requerimientos de reguladores de crecimiento exdgenos varian dependiendo de los niveles
enddgenos de citoquininas y auxinas del explante (Kour y Singh 2012). Conociendo la produccién
del tipo y la cantidad de la hormona se puede calcular con mayor precision el requerimiento
necesario para el cultivo.

Las citoquininas inducen la formacidon de brotes e inhiben la formacion de raices (Kaur 2016).
Niveles muy altos de BAP tienen efectos inhibidores en la elongacion de brotes y tamafio de hojas
(Al Khayri y Al Bahrany 2001). El uso de auxinas junto con altos niveles de citoquininas regula el
efecto inhibidor que estas presentan sobre los brotes (Singh et al. 2018). Sarker et al. (2015) en su
estudio obtuvo que la mejor combinacidn para establecimiento de brotes fue de 1 mg/L BAP + 0.5
GAz+ 0.5 mg/L NAA con 10 brotes por explante. Otro estudio en lima acida mediante segmentos
nodales obtuvo nueve brotes con niveles de 2 mg/L BAP + 1 mg/L KIN + 1 mg/L NAA (Al-
Bahrany 2002).



Para el establecimiento de pomelo (C. grandis L. Osbeck) usando cultivo de domos meristeméticos
se obtuvo 5.2 brotes por explante con 0.2 mg/L BAP (Paudyal y Haq 2000). El medio de cultivo
suplementado con 2.9 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA fue la mejor combinacion para fase de
multiplicacion, con 3.25 brotes por explante usando segmentos nodales de mandarina Kinnow (C.
nobilis x C. deliciosa) (Singh et al. 2018). Se demostr6 que niveles de 1 mg/L BAP genera mayor
namero de brotes (12.5) en limén rugoso (C. jambhiri Lush.) mediante segmentos de epicétilo
(Kaur 2016). Kour y Singh (2012) en su estudio con limén rugoso mediante segmentos nodales
obtuvieron 5.34 brotes en los medios con 1.5 mg/L BAP + 500 mg/L extracto de malta (EM). En
otro estudio de limdn rugoso con segmento de epicétilo se obtuvo que 2 mg/L BA + 500 mg/L EM
+ 25,000 mg/L Sacarosa extra aumenta considerablemente el nimero de brotes (9.6) (Rattanpal et
al. 2011).

Combinaciones de benciladenina (BA) con écido giberélico (AG) a niveles entre 2-3 mg/L BA +
1-2 mg/L GA mejoran la multiplicacion de brotes por explante (2.3) en Alemow (C. macrophylla)
y mandarina Cleopatra (C. reshni) (Tallon et al. 2012). Ademas, en fase de elongacion de brotes
en limon rugoso se reportan que combinaciones de 0.5 mg/L BAP + 1 mg/L GAs generan el mayor
namero de brotes alargados (8.5) (Kaur 2016).

Al-Khayri y Al-Bahrany (2001) en su estudio en lima &cida realizaron refrescamiento de medios
de cultivos para cada fase crecimiento cada 28 dias. Realizar los refrescamientos mas tarde puede
ocasionar el pobre crecimiento y desarrollo de los brotes. En el Cuadro 2 se presenta un resumen
de la busqueda bibliografica realizada y los resultados obtenidos por los investigadores.



Cuadro 2. Efecto de reguladores de crecimiento en la etapa de multiplicacion de citricos.

Regulador de Nombre Nombre Explante  Referencia
crecimiento Brotes/ex = comun cientifico
mg/L plante
1.5 BAP + 05 10.00 Limaacida C. aurantiifolia Meristema Sarker et al.
GA:z;+ 0.5 NAA 2015
2BAP+1KIN+1 9.00 Limaacida C. aurantiifolia Nodal Al-Bahrany
NAA 2002
1 BAP + 0.5 KIN 8.00 Limaacida C. aurantiifolia Nodal Al-Khayri y Al-
Bahrany 2001
1 BAP 12.50 Limon C.  jambhiri Epicotilo  Kaur 2016
rugoso Lush.
2 BAP + 500 EM 9.60 Limén C. jambhiri Epicotilo  Rattanpal et al.
+ 25,000 Sacarosa rugoso Lush. 2011
1.5 BAP + 500 5.34 Limon C. jambhiri  Nodal Kour y Singh
EM rugoso Lush. 2012
0.2 BA 5.20 Pomelo C. grandis L. Meristema Paudyal y Haqg
Osbeck 2000
1 BAP 4.56 Naranja C. Hipocotilo Tavano et al.
Valencia  volkameriana 2009
0.5 BAP 3.70 Naranja C .aurantium  Hipocotilo Tavano et al.
agria 2009
2.9 BAP + 0.06 3.25 Mandarina C. nobilis x C. Nodal Singh et al. 2018
NAA Kinnow deliciosa
3BA+2GA 2.30 Alemow C. macrophylla Nodal Tallon et al.
2012
2BA+1GA 2.30 Mandarina C. reshni Nodal Tallon et al.
Cleopatra 2012

Etapa de enraizamiento

Para estimular el crecimiento de raices en los meristemas se debe transferir a medios de cultivo que
contengan auxinas como ANA, AIB o AIA (Carimi 2003). En un estudio de Al-Khayri y Al-
Bahrany (2001) en lima acida el &cido indolacético (AlA) induce enraizamiento de brotes, hasta
56 % con 1 mg/L AlAy niveles de 0.5 mg/L AlA obtienen 5.2 raices. También reportan que niveles
mayores a 1 mg/L de AIA disminuye el nimero de raices. Otro estudio en lima acida demuestra
que 2 mg/L ANA + 2 mg/L AlB obtienen nueve raices por explante (Al-Bahrany 2002). Sarker et
al. (2015) en la etapa de enraizamiento de lima acida obtuvo 10 raices con medio suplementado a
0.5 mg/L de ANA (Sarker et al. 2015).

En limon rugoso se obtuvo cinco raices en 14 dias con combinaciones de 0.1 mg/L AIB + 0.5 mg/L
AlA 'y combinaciones de 0.5 mg/L AIB + 1 mg/L NAA mostraron capacidad de respuesta temprana



en crecimiento radicular (10 dias) pero pobre nimero (1.52) de raices (Kaur 2016). En un estudio
en pomelo con domos meristematicos se concluyd que ANA estimula mayor crecimiento en raices
ya que se obtuvo cuatro raices por explante suplementando con 1.21 mg/L ANA en comparacion
a una raiz con 1.21 mg/L AIB (Paudyal y Haq 2000).

También se reporta que la muerte de explantes durante la etapa de establecimiento puede ser
causada también por la falta de transferencia a medios de cultivo frescos suplementados con
reguladores de crecimiento especificos para cada fase (Al-Khayri y Al-Bahrany 2001). Por esto se
recomienda hacer los refrescamientos cada 21- 28 dias.
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4. CONCLUSIONES

Se documentd el protocolo de establecimiento in vitro de meristemas de lima &cida para el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano.

Se respaldo6 el protocolo mediante revision de literatura.

El cultivo de meristemas posee caracteristicas iddneas para producir material vegetal libre
de virus.

El uso de la combinacion de BAP con AG y ANA induce un mayor nimero de brotes en la
etapa de multiplicacién de lima acida.
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5. RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones para evaluar el efecto de la termoterapia para la eliminacion de
patdgenos.

Evaluar la sanidad de los meristemas establecidos para conocer la presencia o no de
patdgenos.

Continuar con el protocolo para llevar los explantes a etapas de multiplicacion vy
enraizamiento.
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7. ANEXO

Anexo 1. Protocolo de establecimiento de Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle a partir de
meristemas.

Protocolo de establecimiento in vitro de meristemas de lima acida (Citrus aurantiifolia
(Christm.) Swingle)

Juan Alfonso Ojeda Ayala
Materiales

1) Varetas de lima &cida (Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle) con brotes axilares sin
emerger.

2) Etanol (70%), Cloro liquido comercial (4.5% de NaClO), Tweene 80, agua destilada y agua
destilada esteril.

3) Pinzas de acero, bisturi, gaza estéril, tubos de ensayo, papel aluminio, probeta, pipeta, beaker.

4) Estereoscopio.

5) Medio de cultivo estéril Murashige y Skoog modificado para establecimiento de lima &cida
(Al-Khayri y Al-Bahrany 2001).
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Cuadro 1. Medio de cultivo basal Murashige y Skoog modificado para el establecimiento in vitro
de meristemas de lima &cida (Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle).

Componentes  Formula Nombre Comun mg/L
Macroelementos  CaCl,.2H,0 Cloruro de calcio bihidratado 400.000
KH2PO4 Fosfato monobaésico de potasio 170.000
KNO3 Nitrato de potasio 1,900.000
MgSO4.7H20  Sulfato de magnesio heptahidratado 370.000
NHsNO3 Nitrato de amonio 1,650.000
Microelementos  H3;BO; Acido bérico 6.200
CoCl,.6H.0 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025
CuS04.5H20 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
Kl Yoduro de potasio 0.830
MnSO4.4H20  Sulfato de magnesio tetrahidratado 22.300
NazM004.2H20  Molibdeno de sodio bihidratado 0.250
ZnS04.7H20 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
FeNaEDTA Sal férrica sodica de acido 50.000
Etilendiaminotetracético
Componentes Myo-inositol 100.000
organicos Tiamina 1.000
Piridoxina 1.000
Acido nicotinico 1.000
Glicina 2.000
Pantotenato de Ca 5.000
BA o BAP 1.000
Sacarosa 30,000.000
pH 5.8
Phytagel 18,000.000

Fuente: Al-Khayriy Al-Bahrany (2001).

Procedimiento de establecimiento

Recoleccion y preparacion del material vegetal

1) Seleccionar ramas de color verde claro con brotes sin emerger.
2) Eliminar hojas y espinas.

3) Lavar superficialmente con agua y jabon.

4) Seccionar las varetas en segmentos nodales de 2-4 cm.
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Figura 1. Seleccion y preparacion de material de vegetal. A) planta madre, B) rama con brotes
axilares sin emerger, C) varetas con hojas y espinas eliminadas, D) seccionamiento en segmentos

nodales.

Desinfeccion del material vegetal

1) Sumergir los explantes en etanol al 70% durante 20 segundos y luego en solucion NaClO al
15% (v/v) con dos gotas de Tween® y dejar reposar por 15 minutos.
2) Realizar triple lavado con agua destilada esteril dentro de la camara de flujo laminar.

Extraccion de domos meristematicos

1) Eliminar las escamas.
2) Realizar un corte longitudinal por debajo del meristema y separarlo del segmento nodal.
3) Realizar cuatro incisiones en los costados del meristema.

Cicatriz
de espina

Cicatriz

de hoja \ y A

Meristema

axilar

Figura 2. Extraccion de meristema axilar de segmento nodal. A) partes del explante observado a
través de microscopio (lente 10x), B) tamafio éptimo del meristema (1-1.5 mm).
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Video referencia de como realizar la escision del meristema axilar:
https://www.youtube.com/watch?v=CLDUZSHLOF4&feature=emb_logo.
Siembra

1) Colocar los meristemas extraidos en los tubos de ensayo.
2) Sellar con cinta pléastica y rotular.

Incubacién

1) 25 °C
2) 70% HR
3) 40 umol/m?/s durante 16 h.
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